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INTRODUCTION 
 
Les éléments génétiques transposables (ET) sont des séquences d’ADN, parfois 
capables de se déplacer dans les génomes et d’induire des mutations. C’est ainsi qu’ils 
ont été découverts chez le maïs par B. McClintock à la fin des années 1940 comme 
responsables de modifications instables de la couleur des grains (McClintock, 1953). 
Des ET ont ensuite été détectés dans tous les génomes dans lesquels ils ont été 
recherchés ; ils représentent une part plus ou moins importante de ces génomes, de 
quelques pour cent chez des microalgues marines à paroi siliceuse (diatomées) 
(Armbrust et al., 2004 ; Bowler et al., 2008) à près de 80 % dans le genre Lilium (Capy, 
2004 ; Feschotte et al., 2002). Les ET se différencient par des structures et des 
mécanismes de transposition différents (Capy, 2004 ; Finnegan, 1989 ; Kapitonov et 
Jurka, 2008 ; Wickler et al., 2007). La plupart des ET sont inactifs mais certains sont 
capables de se déplacer (transposer) dans le génome dans certaines conditions, en 
particulier des conditions de stress (Grandbastien, 1998 ; Hashida et al., 2003 ; Maumus 
et al., 2009 ; Mhiri et al., 1997). Ainsi, les ET jouent un rôle dans la structuration et le 
fonctionnement des génomes. Ils engendrent une variabilité génétique qui aurait permis 
à des populations, notamment de diatomées (Maumus et al., 2009 ; Tirichine et Bowler, 
2011 ; Vardi et al., 2008), de s’adapter à des changements environnementaux (Feschotte 
et Pritham, 2007 ; Zhou et al., 2011). 
Parmi les producteurs primaires de la planète, les microalgues marines occupent une 
place prépondérante dans les réseaux trophiques marins. Les diatomées qui représentent 
environ 40 % du phytoplancton marin, constituent l’un des taxons (groupe des 
Bacillariophyta) les plus diversifiés et les plus abondants (Round et al., 1990 ; Simon et 
al., 2009; Wilhelm et al., 2006). Ces microalgues sont soumises à des variations 
incessantes des facteurs de leur environnement comme le niveau d’éclairement, la 
qualité ou la température de l’eau. 
Dans un travail précédent (Hermann, 2011) réalisé au laboratoire Mer, Molécules, Santé 
à l’université du Maine, des fragments de400 pb d’ET de la famille Tc1-mariner ont été 
amplifiés par PCR chez plusieurs diatomées marines dont Amphora acutiuscula. De 
plus, l’expression d’éléments mariner-like (MLE) a été mise en évidence lors de stress 
thermiques chez trois espèces de diatomées, Phaeodactylum tricornutum, Amphora 
coffeaeformis et Amphora acutiuscula, suggérant la présence de MLE potentiellement 
complet(s) et actif(s).  
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En se focalisant sur l’espèce A. acutiuscula qui s’est révélée être un modèle facile à 
utiliser pour les techniques de biologie moléculaire, les objectifs du présent travail ont 
été de poursuivre les travaux de Hermann (2011) afin : 
- d’obtenir un ou plusieurs éléments MLE complets. 
- caractériser ces éléments et les classer par rapport aux autres MLE, notamment 
ceux présents chez les plantes. 
- préciser la cinétique d’induction des MLE dans des conditions de chocs 
thermiques mais aussi de stress métalliques. En effet, il a été montré au laboratoire 
que des concentrations élevées en cuivre et en zinc affectent les paramètres 
physiologiques d’A. acutiuscula (Nguyen-Deroche et al., 2009 ; Nguyen-Deroche 
et al., 2012). 
Pour atteindre ces objectifs, nous avons utilisé la technique de PCR inverse pour 
allonger les fragments de 400 pb qui avaient déjà été identifiés et des techniques de 
bioinformatique pour rechercher des motifs protéiques et classer les MLE obtenus. 
L’impact des chocs thermiques et métalliques sur cette diatomée a été évalué par des 
mesures d’activité photosynthétique, l’expression des gènes et le nombre de copies de 
MLE ont été quantifiés par PCR quantitative.  
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PARTIE I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 
1. Histoire évolutive des diatomées 
 1.1. Évolution des eucaryotes 
La classification des êtres vivants eucaryotes a longtemps reposée sur des critères 
morphologiques, biologiques et biochimiques. Les protistes (organismes unicellulaires) 
étaient alors séparés des organismes pluricellulaires mais, depuis les années 1990, le 
développement de la systématique moléculaire a engendré des confirmations mais aussi 
de profonds remaniements des classifications plus anciennes. La construction d’un arbre 
phylogénétique solide indiquant les relations entre tous les eucaryotes, pluricellulaires et 
unicellulaires, n’est pas complètement finalisée car des données moléculaires sont 
absentes ou insuffisantes pour certains organismes et groupes, notamment les 
unicellulaires (Burki et al, 2007), certains organismes sont mal identifiés et la 
biodiversité n’est pas encore complètement connue. Les gènes utilisés pour établir les 
relations phylogénétiques sont nombreux, par exemple : 6-phosphogluconate 
déshydrogénase,  18S, ITS ADNr, cytochrome oxydase 1 (cox1) et le gène de la rbcL 
qui code pour la plus grande sous-unité de la ribulose biphosphate carboxylase 
oxygénase (RuBisCO, enzyme de la photosynthèse) plus spécifiquement pour les 
organismes photosynthétiques (Evans et al., 2007).  
 
Figure 1 : Arbre phylogénétique des principaux groupes eucaryotes établi par 
Baldauf (2008) d’après des données moléculaires et ultrastructurales. 
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En 2006, Parfrey et al. ont montré que la division du monde vivant en 6 règnes ou 
supergroupes présentait des imperfections. Baldauf en 2008 publie une synthèse 
bibliographique et un arbre schématisant les relations entre les grands groupes 
eucaryotes (Fig. 1). Les relations entre les microorganismes eucaryotes ont longtemps 
été un sujet de controverses. Hackett et al. (2007) ont confirmé la monophylie du groupe 
des Chromalvéolates en utilisant plusieurs gènes nucléaires exprimés. Ce groupe 
rassemble des microalgues mais aussi des microorganismes non photosynthétiques. 
Récemment, l’analyse phylogénomique de Burki et al. (2008) effectuée sur 65 espèces 
et avec 135 gènes montre que les eucaryotes peuvent être divisés en deux mégagroupes 
monophylétiques et des lignées moins diversifiées correspondant aux Excavates. Selon 
ces auteurs, les eucaryotes seraient distribués en 3 mégagroupes monophylétiques (Fig. 
2) : i) Excavates, ii) Unikonts (Amoebozoa, champignons et animaux), iii) plantes, 
stramenopiles, Alveolates, Rhizaria, Haptophytes et Cryptophytes. Ce dernier 
mégagroupe rassemble presque tous les organismes photosynthétiques à l’exception 
notable des Euglenozoa rangés dans le groupe des Excavates.  
Notre modèle d’étude,A. acutiuscula, est une microalgue appartenant au groupe des 
Straménopiles (ou Hétérokontes)). Par conséquent, notre étude bibliographique se 
focalisera sur ce groupe complexe. 
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Figure 2 : Phylogénie non enracinée des trois mégagroupes chez les eucaryotes 
d'après Burki et al. (2008). 
 
Le code de couleurdes espècescorrespond au typedepigmentsplastidiauxcomme suit: violet: 
chlorophylle a ; vert:chlorophyllea + betrouge : chlorophylle a + c. Les 
astérisquesreprésententles endosymbiosesprimaire, secondaire outertiaire.L’échelle en bas à 
gauchereprésenteune estimation du nombredesubstitutions d'acides aminéspar site. 
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 1.2. Évolution des eucaryotes photosynthétiques 
Les eucaryotes photosynthétiques forment un ensemble d’organismes variés, uni- ou 
pluricellulaires, vivant dans des milieux très diversifiés mais qui renferment tous de la 
chlorophylle a (Chl a) qui est le pigment photosynthétique indispensable pour convertir 
l’énergie lumineuse en énergie chimique.Chez les eucaryotes photosynthétiques, la Chl 
a localisée dans les chloroplastes est associée à d’autres molécules de Chl (b, cou d) et à 
des pigments photorécepteurs de type caroténoïdes ou des phycobiliprotéines (algues 
rouges). Il est maintenant admis que le chloroplaste de l’ancêtre des plantes, des algues 
vertes et des algues rouges résulterait d’une endosymbiose primaire(Fig. 3A) au cours 
de laquelle une cyanobactérie aurait étéphagocytée par une cellule hôteeucaryote déjà 
pourvue demitochondries (Falkowski et al., 2004 ; Keeling et al., 2004 ; Reyes-Prieto et 
al., 2007). Les premiers eucaryotes photosynthétiques seraient apparus au Protérozoique 
(Précambrien), il y a 1,5 milliards d’années (Falkowski et al., 2004). 
 
Figure 3 : Représentation de l'origine des plastes chez les diatomées grâce aux 
endosymbioses primaire (A) et secondaire (B) et leurs effets potentiels sur 
l'évolution du génome.D'après Armbrust (2009). 
A: Lors de l’endosymbioseprimaire, une grande partie du génomede la cyanobactérie a été 
transféréevers le noyaude la cellule hôte(N1), quelquesgènessont restés à l'intérieurduplaste. 
L’invasion potentielle de l'hôte par un parasiteChlamydiaest indiquéepar une flècheen pointillés, 
etletransfert de gènesChlamydiavers le noyaude l'hôteest indiquéen rose. Cette cellule ancestrale 
a ensuite évoluéet serait à l’origine des plantes, des alguesrouges et des algues vertes qui ont des 
génomesplastidiaux similaires.B: Aucours de l’endosymbiosesecondaire, un autrehétérotrophea 
phagocyté une algue rouge.La phagocytose potentielled'une microalgueverteest indiquée par 
uneflèche enpointillés.Les mitochondrieset les noyauxdes alguesont été éliminés après transfert 
de gènesnucléairesetplastidiaux(indiquésen bleu, violetet rose)vers le noyaude 
l'hôtehétérotrophe(N2). 
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La mitochondrieetle chloroplastesont les deux seulsorganitesquisemblent avoirété 
acquisparendosymbioses. La perte de gènesau cours du temps aréduit les deux 
symbiontesà des effecteursmétaboliquesau sein descellules hôtes.La cyanobactériea été 
progressivementintégrée dansla machinerie cellulairecommenouvel organite: le 
chloroplaste et ainsi domestiquée. L'originecyanobactériennedes plastes estétayée par 
des étudesgénomiqueset les similitudesultrastructuralesentre lesplasteset 
lescyanobactéries.Le génomecyanobactériena subiune réduction drastique,la plupart des 
gènesont été perdus outransférés vers le noyauhôte, appelétransfert de 
gènesendosymbiotique(EGT) (Reyes-Prieto et al., 2007).Le génome des chloroplastes 
ne code qu'une petite fraction des protéines impliquées dans la photosynthèse (Gould et 
al, 2008 ; Keeling et al, 2004). Trois lignées auraient évolué à partir de cette première 
endosymbiose : les Glaucophytes (unicellulaires d’eau douce pourvus de 2 flagelles de 
longueurs inégales, Chl a et phycobiliprotéines), les algues rouges ou Rhodophytes (Chl 
a et phycobiliprotéines) et les algues vertes (Chlorophytes, Chl a et Chl b).Ces 
différents groupes sont rassemblés avec les plantes terrestres dans le supergroupe 
Plantae, aussi nommé Archaeplastida. 
L’origine des plastes des autres organismes photosynthétiques est beaucoup plus 
complexe, elle a fait l’objet ces dernières années de plusieurs études qui s’appuient sur 
le séquençage de génomes de plus en plus nombreux et des données moléculaires, 
renforçant ou écartant ainsi certaines hypothèses. Les plastes des algues rouges et des 
algues vertes auraient ensuite été transférés par endosymbioses secondaires 
indépendantes(Reyes-Prieto et al., 2007) à des protistes non photosynthétiques qui 
seraient à l’origine respectivement des Chromalvéolates (Fig. 3B) et des Euglénidés et 
Chlorarachniophytes amoebae. L’endosymbiose secondaire à l’origine des 
Chromalvéolates se serait déroulée à la fin du Précambrien, il y a 0,8 à 1,2 milliards 
d’années (Simon et al., 2009). 
En 1999, Cavalier-Smith a proposé de regrouper dans le supergroupe des 
Chromalvéolates tous les protistes renfermant de la Chl c (Cryptophytes, Haptophytes et 
Stramenopiles) et les espèces non-photosynthétiques apparantées (Ciliés, Dinoflagellés 
et Apicomplexa). D’autres analyses phylogénétiques (Hackett et al, 2007 ; Okamoto et 
Inouye, 2005) ont identifié des membres du groupe des Rhizania qui ont aussi des 
affinités avec les Chromalvéolates. Certains Dinoflagellés seraient issus d’une 
endosymbiose tertiaire au cours de laquelle un Chromiste aurait été phagocyté par 
unprotiste hétérotrophe puis réduit à un chloroplaste (Keeling et al, 2004). 
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Becker et al. (2008) se sont intéressés à la présencede 39 protéines 
d'origineChlamydiaechez plusieurs eucaryotesphotosynthétiques (Algues et 
Embryophytes)mais qui sont absenteschez les cyanobactéries. Les Chlamydiae sont des 
bactéries intracellulaires obligatoiresdesprotistes, des invertébrés et des vertébrés mais 
elles n’ont pas été mises en évidence chez les eucaryotes photosynthétiques. Par 
conséquent,un endosymbiose de type Chlamydiaepourrait avoir infesté le premier 
eucaryote photosynthétique durant les premiers stadesde l'endosymbiose primaire 
(Fig.3A), il a plus de 1,1 milliard d’années (Becker et al., 2008). Ces auteurs suggèrent 
quedes gènesont été acquispar untransfert horizontal entre une 
bactérieChlamydiaeantique et l'ancêtre deseucaryotes photosynthétiques. Par la suite, 
les gènes codant des protéines Chlamydiae se seraient propagés lors des 
endosymbiosessecondairesdans d'autres eucaryotes.  
Les transferts de gènes horizontaux ou entre organites et noyau conduisent à des 
échanges de gènes entre des organismes phylogénétiquement distants, à la création de 
gènes chimériques et à l’apparition de caractères nouveaux, ces caractères ayant pu 
disparaître ensuite. 
 1.3. Évolution des diatomées 
Les Straménopiles (ou Hétérokonta) comprennent des parasites tels que l’agent du 
mildiou (Phytophthora) et lesdiatomées (ou Bacillariophyta) qui sont des algues 
microscopiques unicellulaires caractérisées par une enveloppe siliceuse externe, 
ornementée et à structure particulière, le frustule. Des frustules ont été découverts dans 
des formations géologiquesdatant du Jurassique supérieur (-146 millions d’années), 
c’est à dire bien après l’endosymbiose secondaire (Vardi et al., 2008). Les diatomées 
auraient dominé dans les écosystèmes aquatiques au Tertiaire (-35 millions d’années) et 
elles pourraient avoir contribué à la formation de gisements depétrole (Damsté et al., 
2004). En se basant sur la symétrie des cellules, ces microalguesont été classées en deux 
ordres : les  Centriques (ou Médiophycées)à symétrie généralement radiale, connues 
depuis le Jurassique (-90 millions d’années), et les  Pennées (ou Bacillariophycées) à 
symétrie bilatérale, dont les premiers fossiles retrouvés datent du début du Tertiaire 
(Round et al, 1990). D’autres critères morphologiques permettent de classer les 
diatomées en 3 classes : les Coscinodiscophycées (diatomées centriques), 
lesFragillariophycées (diatomées sans raphé) et les Bacillariophycées (présence d’un 
raphé) (Round et al., 1990). 
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Le génome nucléaire des diatomées est une mosaïque de gènes issus d’au moins deux 
noyaux, celui de la cellule hôte et celui de l’algue rouge, et de la cyanobactérie (Lane et 
Archibald, 2008). Le séquençage du génome de la diatomée pennée Phaeodactylum 
tricornutum (Bowler et al., 2008) a montré que sa structure était différente de celle du 
génome de la diatomée centrique Thalassiosira pseudonanaet qu’environ 40 % des 
gènes n’étaient pas partagés par les représentants de ces deux lignées qui ont divergé il 
y a 90 millions d’années. Plus de 500 gènes d’origine procaryotique ont été identifiés 
dans le génome de P. tricornutum, ces gènes proviendraient de protéobactéries, 
cyanobactéries et d’Archaea.En 2009, Moustafa et al. ont estimé, à partir d’environ 
2500 gènes, que plus de 70 % d’entre eux avaient une origine "verte" (Viridiplantae). 
Comme 85 % de ces gènes sont retrouvés chez tous les Stramenopiles, les auteurs ont 
avancé l’hypothèse d’un endosymbionte de type Prasinophyte chez l’ancêtre commun 
des Chromalvéolates, endosymbiose qui se serait donc déroulée avant la phagocytose 
d’une algue rouge. Tirichine et Bowler (2011) comparent ces endosymbioses à un 
"ménage à trois" (Fig. 3B). Plus récemment, Deschamps et Moreira (2012) ont contesté 
l’étude de Tirichine et Bowler (2011) à cause de l’échantillonnage déséquilibré et 
l’utilisation d’une analyse trop automatisée compte tenu des données disponibles. Après 
leurnouvelle analyse, Deschamps et Moreira (2012) concluent que les gènes étudiés ont 
été essentiellement transférés via une algue rouge. Même si certains gènes sont partagés 
avec la lignée verte, il n’y a pas d’arguments suffisants pour étayer l’hypothèse de 
l’endosymbiose d’une algue verte. 
Ces différents travaux montrent que l’évolution des diatomées a suivi une voie 
fondamentalement différente de celle des plantes, des algues vertes et des autres 
organismes étroitement apparentés. Toutefois, ces organismes ont un ancêtre commun et 
ils partagent certaines voies biochimiques similaires, telles que le cycle de l'urée, utilisé 
à des fins parfois différentes. 
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2. Généralités sur les diatomées 
Les diatomées sont des microalgues unicellulaires, certaines espèces forment des 
colonies. Présentes dans tous les milieux aquatiques, elles constituent une part majeure 
du phytoplancton et participent activement à la fixationdu CO2et à laproduction 
d’oxygène, ce dernier étant indispensablepour la respiration des organismes aérobies. 
 2.1. Morphologie et croissance 
Le frustule siliceux est composé de silice amorphe associée à des protéines et des 
polysaccharides (Kröger et Sumper, 1998). Il se compose de deux valves (ou 
thèques) dont les bords sont réunis l'un à l'autre par un nombre variable 
de bandesintercalairesannulaires (cingulum ou zone connective) (Fig. 4) selon les 
espèces. La surface des valves et de la zone connective peut être ornée de ponctuations, 
stries, pores, soies ou protubérances de formes diverses. 
 
 
 
Figure 4 : Frustule d’une diatomée du genre Achnantes (Microscopie électronique 
à balayage - CRPGL, Luxembourg). 
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La multiplication des diatomées se déroule essentiellementpar bipartition après une 
mitose. Le plan de division est parallèle aux valves. Chaque cellule fille conserve une 
valve de la cellule mère et en sécrète une seconde, plus petite que la première. La taille 
des cellules diminue donc légèrement lors de chaque division. Dans le milieu naturel, en 
dessous d'une dimension limite intervient un phénomène compensateur, 
l'auxosporulation, qui est une reproduction sexuée aux modalités particulières et 
caractéristiques des Bacillariophyta (Chepurnov et al., 2004 ;Kaczmarska et al., 2013 ; 
Mouget et al., 2009 ; Round et al., 1990). 
 2.2. Rôle écologique et valorisation 
Les océans couvrent environ 70 % de la surface de la Terre, ils représentent le plus 
grand écosystème terrestre et leur production nette annuelle représente 40 % de la 
production globale de la planète (Falkowski et al., 1998). Les diatomées qui 
représentent environ 40 % du phytoplancton marin, constituent l’un des taxons les plus 
diversifiés (Round et al., 1990 ; Wilhelm et al, 2006). Bien qu’elles ne constituent 
qu’une petite fraction de la biomasse photosynthétique de notre planète, elles pourraient 
fixer, selon Mann (1999), 20 Pg (= 20. 109 t) de carbone par an, soit un peu plus que 
toutes les forêts tropicales (17,8 Pg) qui constituent l’un des écosystèmes les plus 
productifs terrestres (Field et al., 1998 ). Les diatomées forment la majeure partie du 
plancton dans les zones riches en nutriments (généralement les zones côtières 
océaniques) et les mers froides (Mock et Valentin, 2004; Smetacek, 1999) où elles 
jouent un rôle prépondérant dans les cycles biogéochimiques (notamment C, Si, 
O)(Raven et Waite, 2004; Smetacek, 1999) et comme producteurs primaires des chaines 
alimentaires. 
Les diatomées peuvent être responsables de"blooms"lorsqu’elles prolifèrent (jusqu’à 
plusieurs millions de cellules/mL) en particulier au printemps. Des espèces du 
genrePseudo-nitzschia (P. pseudodelicatissima,P. multiseries)sont connues pour leur 
productiond’acide domoïque qui est uneneurotoxine responsable d’empoisonnements 
amnésiquesaux fruits de mer (Ifremer, 2006).Ces espèces peuvent avoir un effet nuisible 
sur l’écosystème local, la pêche, l’aquaculture et le tourisme. Par ailleurs, les diatomées 
contribuent largement au "biofouling"qui correspond à l’accumulation de 
microorganismes, algues et animaux sur des surfaces immergées, du fait de leur capacité 
à adhérer à des surfaces et à produire des exopolysaccharidesmucilagineux.  
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Le biofouling pose d’énormes problèmes de maintenance des coques des bateaux, des 
filets et cages de pêche, et des installations de désalinisation. Les traitements 
antifoulingsont à base de substances biocides qui s’accumulent dans le milieu marin et 
intoxiquent un large spectre d’organismes. 
Une meilleure connaissance de l’écologie des diatomées a permis leur utilisation 
généralisée en tant qu’indicateurs biologiques de la qualité des eaux et de l'état des 
écosystèmes. La rapidité de leur cycle de développement et leur sensibilité aux 
pollutions, notamment organiques, azotées et phosphorées en font des organismes 
intéressants pour la caractérisation de la qualité d'un milieu. Un indice biologique 
diatomique (IBD) variant de 1 (eau polluée) à 20 (eau pure) est ainsi utilisé pour évaluer 
la qualité des cours d’eau. 
La sédimentation constante des frustules de diatomées mortes a conduit à la formation 
de couches sédimentaires particulièrement importantes dans des régions océaniques. Il y 
a ainsi des dépôts fossiles datant du Tertiaire appelés "diatomites" qui sont exploitées 
pour fabriquer des filtres, des déodorants, des agents décolorants, des agents abrasifs 
pour dentifrice, etc. 
- Les diatomées sont cultivées à grande échelle pour nourrir des animaux marins 
d'élevage (aquaculture) tels que des mollusques (huîtres, moules, etc), poissons, 
crustacés ou des larves (Müller-Feuga, 1997). 
- Les diatomées sont aussi de plus en plus produites et commercialisées comme 
compléments alimentaires (exemple : Odontella aurita). En effet, elles sont notamment 
une source d’acides gras polyinsaturés à longue chaine de la série oméga-3 tels que 
l’EPA (acide eicosapentaènoïque, 20 :5ω3) et le DHA (acide docosahéxaènoïque, 
22 :6ω3) (Domergue et al., 2002; Guihéneuf et al., 2008). Ces acides gras sont 
essentiels et possèdent des propriétés bénéfiques sur la santé puisqu’ils favorisent le 
développement du système nerveux et préviennent les risques cardio-vasculaires 
(Dyerberg et Jorgensen, 1982 ; Lagarde et al., 1986 ; Mimouni et al., 2012 ; Rousseau et 
al., 2003). Les poissons sont la source habituelle d’oméga 3 mais cette ressource est en 
cours d’épuisement et les polluants s’accumulent dans les graisses des animaux. Les 
microalgues constituent ainsi une source alternative aux huiles de poissons, 
renouvelable et elles peuvent être cultivées en systèmes clos.Elles synthétisent des 
 24 
 
pigments caroténoïdes dont la fucoxanthine qui présente un fort potentiel thérapeutique 
du fait de ses activités cytotoxique, antiproliférative et proapoptotique (Ishikawa et al., 
2008). D’autres molécules synthétisées par les diatomées comme des antioxydants 
pourraient être valorisées. 
- Certaines microalgues peuvent produire de grandes quantités de lipides (jusqu’à 70 % 
de la masse sèche chez Botryococcus braunii et Nannochloropsis sp.) qui s’accumulent 
sous forme de gouttelettes dans le cytoplasme, notamment en condition de stress (Chisti, 
2007). Certaines diatomées comme Phaeodactylum tricornutum ou Nitzschia sp. 
renferment jusqu’à 30 et 47 % respectivement de leur masse sèche en lipides. Chisti 
(2007) estime que les microalgues pourraient être une source renouvelable et modulable 
de biodiésel qui ne serait pas en concurrence avec des oléagineux alimentaires. 
- Dans le secteur desnanotechnologies, les motifs microscopiques des frustules servent 
de modèles pour des semi-conducteurs et des nanopuces. L’industrie pharmaceutique 
développe aussi des nanocapsules inspirées de la structure des frustules pour diffuser 
plus lentement des principes actifs dans le corps des malades. 
Latransformation génétique des diatomées est utilisée à des fins de recherche mais elle 
pourrait aussi permettre d’augmenter leur valorisation.En effet, des microalgues servent 
déjà à produire des protéines recombinantes (Potvin et Zhang, 2010). 
 2.3. Photosynthèse oxygénique 
Les diatomées, comme les autres algues et les plantes, élaborent en présenced’énergie 
lumineuse leur propre matière organique à partir de l'eau, du CO2 et des sels minéraux. 
L'ensemble des réactions impliquées dans la synthèse des premières molécules 
organiques glucidiques constitue la photosynthèse. Cette dernière se déroule dans les 
chloroplastes où la chlorophylle capte l'énergie lumineuse et la transforme en énergie 
chimique. 
 2.3.1. Chloroplastes 
Les diatomées referment des chloroplastes dont, selon les espèces, le nombre varie de 
un à plusieurs dizaines et qui peuvent avoir une forme de grains, de plaques, de bandes, 
voire d'étoiles. Les plastes des diatomées renferment de la Chl a et de la Chl c(c1 et c2), 
ainsi que des pigments caroténoïdes (β-carotène, fucoxanthine, diadinoxanthine) qui 
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masquent plus ou moins la couleur verte des chlorophylles. A la différence de ceux des 
plantes terrestres, les chloroplastes des diatomées ne sont pas verts mais jaunes ou 
bruns.  
Les différentes endosymbioses ont conduit à la formation de chloroplastes délimités par 
un nombre de membranes variant de deux chez les Archeaplastidia et algues rouges à 
quatre chez les diatomées. Chez ces dernières, les deux membranes les plus internes de 
l’enveloppe plastidiale correspondent à l’enveloppe plastidiale du "chloroplaste de 
l’algue rouge", la troisième membrane dériverait de la membrane plasmique de l’algue 
rouge et la membrane la plus externe, recouverte de ribosomesest en continuité avec le 
réticulum endoplasmique de la cellule hôte (Armbrust et al., 2004, Wilhelm et al., 
2006). Les thylacoïdes (sacs membraneux) sont groupés par trois et trois thylacoïdes 
accolés, formant la "guirlande" typique de ce groupe, doublent l’enveloppe plastidiale 
(Fig. 5B) (Jupin et Lamant, 1997). Il est à remarquer que tous les Chromalveolates 
photosynthétiques renferment de la Chl c qui est absente chez les algues rouges. Ce 
caractère très original résulterait de la création de gènes chimériques suite à des 
transferts de gènes horizontaux ou des transferts entre organites et le noyau de la cellule 
hôte.  
 
Figure 5 : A-Coupe dans des cellules de Phaeodactylum tricornutum renfermant 
deux chloroplastes observés en microscopie électronique (d’après Falkowski et 
Raven, 1997). B-Schéma de la structure d’un chloroplaste de diatomée avec des 
thylakoïdes empilés par trois. 
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Figure 6 : Schéma des relations entre les principaux groupes d'organismes 
photosynthétiques oxygénés, les étapes évolutives possibles et leurs types 
d’antennes collectrices de la lumière.D'après Niyogi et Truong(2013). 
 
La longueur des branchessont dessinéespour des commodités de lectureetne sont pas 
destinéesàindiquer deslongueursspécifiques de temps.Les endosymbioseshypothétiques,les 
transferts horizontaux de gènes(HGT)et les événementsd'acquisitionsont présentés dansdes 
cadres en trait plein;les pertessont présentées dansdes cadresen pointillés. Les Cryptophytesont 
une antenne inhabituelle de phycobiliprotéines (PBP) qui ne font pas partie d'un 
phycobilisome(PB). OCP : complexe protéine-caroténoïdeorange; LHC : Light-harvesting 
complexe ; LHCSR : protéine spécifique de LHC induite par le stress; PSBS : protéine du 
complexe LHC ; SAR : Stramenopiles, Alveolates etRhizaria. 
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A l'intérieur des chloroplastes, des molécules d'ADN, des ribosomes (ARN) et des 
globules lipidiques sont aussi présents. Un ou plusieurs pyrénoïdes (Nassiri et al., 1998; 
Tachibana et al., 2011)peuvent être fixé(s) sur les thylacoïdes, ils renferment de la 
RuBisCO (50 à 99 % de la RuBisCO totale selon la teneur en CO2 dans le milieu 
ambiant, Moroney et Somanchi, 1999) et de l’anhydrase carbonique (Tachibana et al., 
2011). Les diatomées ne produisent pas d'amidon, le stockage de glucides s’effectue 
dans des vacuoles sous forme de chrysolaminarine qui est un assemblage de β-1-6 
glucose et de β-1-3 glucose (Granum et al., 2002). 
Au cours de l’évolution des différents organismes photosynthétiques, des changements 
majeurs sont apparus dans leur système de collecte de la lumière. En effet, les antennes 
collectrices de la lumière constituent le paramètre le plus variable de l’appareil 
photosynthétique (Fig.6), indiquant l’importance adaptative et écologique de 
l’absorption de la lumière dans les différents environnements (Niyogi et Truong, 2013). 
 2.3.2.Photosynthèse 
La photosynthèse fait intervenir deux séries de réactions : les réactions photochimiques 
correspondant à la phase claire durant laquelle la scission de molécules d’eau libère du 
dioxygène (O2) et les réactions sombres correspondant au cycle de Calvin- 
Bensondurant lequel les premiers oses sont synthétisées. 
Réaction globale de la photosynthèse : 
6 H2O + 6 CO2+ énergie lumineuse
 →C6H12O6 + 6 O2 
La photosynthèse oxygénique nécessite la coopération de deux photosystèmes (PS) 
nommés PSI et PSII (Fig. 7) composés de pigments photorécepteurs et de 
protéines.Chez les diatomées, chaque PS est associé à une antenne collectrice de la 
lumière composée de Chl a et c, de pigments caroténoïdes et de protéines 
transmembranaires(Wilhelm et al., 2006).Les pigments caroténoïdes sont 
essentiellement de la fucoxanthine et dela diadinoxanthine d’où leur nom "Light 
harvesting Complex with Fucoxanthin" (LHCF) qui permettent une absorption dans la 
région bleu-vert du spectre visible.Chez les algues vertes et les cyanobactéries, les PSI 
sont aussi nombreux que les PSII. Chez les diatomées, le nombre de PSI est 
fréquemment plus faible que celui des PSII probablement à cause d’une carence en fer, 
le PSI renferme quatre fois plus d’atomes de fer que le PSII (Strzepeck et Harrison, 
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2004) mais il pourrait aussi s’agir d’une adaptation à de forts éclairements (Jupin & 
Lamant, 1997). 
 
Figure 7 : Schéma de l’organisation de la membrane d’un thylakoïde. 
Lorsque les diatomées sont éclairées, la lumière solaire est utilisée comme source 
d’énergie pour réaliser la photolyse de l’eau, ce qui se traduit par un dégagement d'O2. 
L’absorption de photons provoque l’excitation transitoire de molécules de Chl a situées 
dans le centre réactionnel du PSII. Le retour à l’état fondamental peut s’effectuer selon 
trois voies complémentaires (Fig. 8) : libération d’un électron (séparation de charge 
conduisant à la photochimie), émission d’un photon de grande longueur d’onde 
(fluorescence) ou dissipation thermique. Le flux d’électrons entre les différents 
transporteurs membranaires s’accompagne de la production d’ATP et de NADPH (Fig. 
7) qui serviront à la fixation de CO2. La principale voie de fixation du carbone 
inorganique chez les diatomées est comparable à celle existant chez les plantes C3. Elle 
implique la ribulose biphosphate carboxylase oxygénase (RuBisCO) qui catalyse la 
fixation du CO2 sur une molécule de ribulose biphosphate, l’hexose formé se scinde en 
deux acides phosphoglycériques qui sont à l’origine de toutes les molécules 
synthétisées. Plusieurs auteurs ont montré que la fixation du carbone pouvait aussi être 
assurée, chez quelques espèces, par une voie de type C4-like catalysée par la 
phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPcase) dans le cytosol (Rech et al, 2008 ; 
Reinfelder et al, 2000 ; Roberts et al, 2007). 
Les diatomées sont responsables d’au moins un quart du carbone inorganique (Ci) fixé 
chaque année dans l’océan (Granum et al., 2005) bien que la teneur en CO2 dans l’eau 
de mer soit très faible, 10 à 25 µM ; le Ci étant essentiellement sous forme d’ions 
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bicarbonates. Avec une constante de Michaelis pour la RuBisCO comprise entre 30 et 
40 µM (Badger et al., 1998), l’affinité de cette enzyme vis à vis du CO2 chez des 
diatomées est parmi les plus élevées de tout le phytoplancton (Tortell, 2000). Dans ce 
milieu limitant en substrat (CO2) pour la RuBisCO, les diatomées, comme la plupart des 
microalgues, ont développé des mécanismes de concentration du CO2 à proximité de la 
RuBisCO (Wilhelm et al., 2006). Parmi ceux-ci, l’anhydrase carbonique qui catalyse la 
déshydration réversible des ions bicarbonates en CO2 joue un rôle majeur. Cette 
métallo-enzyme renferme un atome de zinc au niveau de son site catalytique mais cet 
élément peut être remplacé par un atome de cobalt ou de cadmium (Price et Morel, 
1990). Park et al. (2007) suggèrent que cette faculté de remplacement d’un élément par 
un autre a permis aux diatomées de devenir les producteurs primaires majoritaires dans 
les océans où les concentrations en CO2 sont faibles. Les autres mécanismes de 
concentration du CO2 consistent en une absorption active de celui-ci et des ions HCO3- 
et l’accumulation de CO2 grâce à une voie de type C4-like (voir la synthèse de Giordano 
et al., 2005).  
Les diatomées ont besoin de lumière pour photosynthétiser, mais elles sont soumises à 
un éclairement fluctuant en quantité et en qualité lorsqu’elles sont dans la colonne 
d’eau. Généralement, les diatomées ont une meilleure croissance sous faible éclairement 
(Smetacek, 1999). Le suivi de la croissance de quelques espèces à différents niveaux 
d’éclairement au laboratoire montre que l’éclairement est saturant entre 40 et 375 µmol 
photons m-2 s-1selon les espèces et les conditions de culture (Morant-Manceau et al., 
2007 ; Mouget et al., 1999; Nguyen-Deroche et al., 2012 ; Watson et al., 2004). 
 2.3.3.Fluorescence de la chlorophylle a 
Chez les plantes saines, environ 80 % de l’énergie lumineuse collectée par les molécules 
de Chl a vont servir à la synthèse de glucides, la fluorescence représente entre 2 et 5 % 
et le reste est dissipé sous forme de chaleur. A température ambiante, la fluorescence 
émise par la Chl est due essentiellement à la Chl a située dans le centre réactionnel du 
PSII (Govindjee, 1995). Les trois voies de dé-excitation de la Chla co-existent de 
manière compétitive (Fig. 8). Ainsi, la mesure des différents paramètres de la 
fluorescence de la Chl a permet de connaître l’état physiologique du PSII, l’efficacité 
des réactions photochimiques et d’estimer la perte d’énergie sous forme de chaleur 
(Maxwell et Johnson, 2000). Les mesures de fluorescence présentent l’avantage d’être 
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rapides et non intrusives. Elles sont largement utilisées pour suivre les mécanismes 
d’acclimatation et d’adaptation des organismes photosynthétiques soumis à différents 
stress environnementaux tels que de forts éclairements, les UV, la sècheresse, des 
variations de température, etc (Nguyen-Deroche et al., 2012 ; Rech et al., 2005 ; 
Rohacek et al., 2008). 
 
Figure 8 : Schéma des voies de dissipation de l’énergie lumineuse au niveau du 
photosystème II. 
Lorsque l’énergie ne peut pas être transmise par la voie photochimique (transmission d’un 
électron au Photosystème I), elle peut être dissipée selon deux modes : la chaleur ou la 
fluorescence. Chl a : Chlorophylle a, PSII : Photosystème II. 
 
L’efficacité photosynthétique et par conséquent la production de biomasse dépend 
fortement du niveau d’éclairement qui est très variable en quantité et en qualité dans la 
colonne d’eau. Les forts éclairements en particulier peuvent endommager les PSII 
(Külheim et al., 2002). Les diatomées possèdent des mécanismes de protection de leur 
appareil photosynthétique parmi lesquels le quenching non-photochimique (NPQ) (ou 
atténuation non-photochimique de la fluorescence) occupe un rôle majeur. Deux 
processus dans le NPQ permettent de dissiper rapidement l’excès d’énergie, il s’agit de 
la dissipation d’énergie sous forme thermiqueet le cycle des xanthophylles autour du 
PSII et/ou PSI (Lavaud et al ; 2002a ; 2002b ; 2002c). Ce cycle implique la 
diadinoxanthinequi possède la capacité de dissiper l’énergie lumineuse en excès grâce à 
une série de réactions de dé-époxydation et époxydations cycliques. La diadinoxanthine 
est dé-époxydée en diatoxanthine grâce à une diadinoxanthine dé-époxydase (DDE) 
sous fort éclairement, libérant ainsi de l’eau.La diatoxanthine est ensuite re-oxydée en 
diadinoxanthine à l’obscurité ou sous faible éclairement.  
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Récemment, les travaux de Bailleul et al. (2010) ont mis en évidence le rôle clé d’une 
protéine de stress de l’antenne collectrice de lumière, nommée LHCX1 (Light-
Harvesting complex stress-related protein) chez P. tricornutum, qui amplifie le NPQ. La 
présence constitutive de cette protéine dans les cellules non stressées permettrait aux 
diatomées de réagir très rapidement aux variations d’éclairement. L’efficacité de ces 
mécanismes est variable selon les espèces et expliquerait le succès écophysiologique de 
certaines microalgues (Lavaud et Lepetit, 2013 ; Wilhelm et al., 2006). 
 2.4. Génétique et génome des diatomées 
Le génome complet de la diatomée centrique Thalassiosira pseudonana et celui de la 
diatomée pennée Phaeodactylum tricornutumont été séquencés et sontdisponibles dans 
la banque de données Joint Genome Institute. Ces génomes sont de petite taille, 32,4 
Mb pour T. pseudonana et 27,4 Mb pour P. tricornutum (Armbrust et al., 2004 ; Bowler 
et al., 2008), comparés  à celui de plantes (115 Mpb pour Arabidopsis thaliana et 68000  
Mpb pour le pin) ou de microalgues vertes (112 Mpb pour Chlamydomonas reinhardtii) 
mais de plus grande taille que celui de la microalgue rouge Cyanidioschyzon merolae 
(16 Mpb). L’analyse de ces deux génomes et de très nombreuses séquences exprimées 
(Expressed Sequence Tag) a donné lieu à plusieurs publications. P. tricornutum 
renferme 10402 gènes et T. pseudonana 11776, 57 % des gènes de P. tricornutum sont 
partagés avec T. pseudonana et 1328 sont absents des autres génomes eucaryotes 
séquencés (Bowler et al., 2008). La découverte chez T. pseudonana des gènes d’un 
cycle complet de l’urée était inattendue (Armbrust et al., 2004) ;de nouveaux gènes 
impliqués dans le transport de l’acide silicique et la formation de la paroi silicifiée, 
l’absorption du fer, la synthèse d’acides gras polyinsaturés et l’utilisation de composés 
azotés ont été identifiés. 
Les alignements de séquences ont aussi permis d’identifier 171 gènes d’origine "algue 
rouge" chez P. tricorntum dont 108 sont aussi présents chez T. pseudonana. Parmi ces 
gènes, 11 sont présents chez les oomycètes (Phytophthora) qui seraient issus, comme 
les diatomées, d’une endosymbiose secondaire d’une algue rouge mais qui auraient 
ensuite perdu le chloroplaste.Ce résultat conforte l’hypothèse de l’endosymbiose 
secondaire, du transfert de gènes entre le noyau de l’algue rouge et celui de la cellule 
hôte et de la proximité phylogénétique des diatomées avec les oomycètes (Armbrust et 
al., 2004 ; Bowler et al, 2008). Par ailleurs, le génome des deux diatomées partage de 
nombreux gènes (plus de 580 chez P. tricornutum) avec différents groupes 
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deprocaryotes conférant ainsi de nouvelles capacités métaboliques. Des transferts de 
gènes horizontaux entre procaryotes et eucaryotes se seraient produits après 
l’endosymbiose secondaire et auraient apporté 5 %du génome de P. tricornutum(Bowler 
et al., 2008). 
Une faible partie de ces génomes est constituée d’éléments génétiques mobiles (ou 
transposables) : 1,1 % chez T. pseudonana et 5,8 % chez P. tricornutum. Ces éléments 
transposables (ETs) sont essentiellement des rétrotransposons appartenant à la famille 
Ty1-copia qui représente 90 % des ET chez P. tricornutum (Bowler et al., 2008 ; 
Maumus et al., 2009).La partie "éléments transposables" sera développée une 
autrepartie dans la page 36. 
Plus récemment, le génome de la diatomée pennée psychrophile Fragilariopsis 
cylindrus(81 Mpb) a été séquencé (http://genome.jgi-psf.org/Fracy1/Fracy1.home.html). 
Son analyse devrait permettre de mieux comprendre l’adaptation de cette espèce au 
milieu polaire. Actuellement, le génome de la diatomée Pseudonitzschia 
multiseriesproduisant des peptides neurotoxiques, est en cours de séquençage 
(http://genome.jgi.doe.gov/Psemu1/Psemu1.home.html). Cette espèce provoque à 
certaines périodes de l’année des blooms dans les eaux côtières, pouvant provoquerdes 
intoxications. 
Ces quatregénomesde diatomées fournissent une basepour des analyses comparatives et 
de nouveaux éléments moléculaires nécessaires à la compréhension du succès 
écologique des diatomées dans les océans. Ilspourraient aussi faciliter l’utilisation de 
ces organismes comme "usines" potentielles pour l’expression de gènes d’intérêt pour 
l’industrie (Potvin et Zhang, 2010 ; Mimouni et al., 2012 ; Stengel et al., 2011). 
 2.5. Réponses des diatomées aux contraintes de l’environnement 
 2.5.1. Définition 
Tout changement d’un ou plusieurs facteurs environnementaux a un impact sur la 
croissance et le développement des organismes végétaux, mais les déviations d’un 
paramètre par rapport à son optimum ne sont pas nécessairement un stress pour un 
organisme tolérant et adapté à son milieu (Gaspar et al., 2002). Hoffmann et Parsons 
(1997) ont défini un stress comme "tout changement environnemental qui réduit 
considérablement la bonne santé de l'organisme". Les conditions défavorables dues à 
des facteurs biotiques ou abiotiques affectent directement ou indirectement la 
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physiologie des plantes en altérant leur métabolisme, leur croissance et leur 
développement. Le stress est d’abord perçu par les récepteurs puis le signal est 
transformé en une cascade de signaux biochimiques qui pourrontmodifier l’expression 
de gènes et induire l’expression de gènes de défense pour répondre à court terme par des 
changements morphologiques, biochimiques et physiologiques. Les mécanismes qui 
permettent de survivre aux stress sont appelés mécanismes de résistance. Lorsque les 
dommages sont plus importants que les processus de réparation, ils peuvent provoquer 
la mort cellulaire. 
Bijlsma & Loeschcke (1997) ont identifié deux types de réponse aux stress :  
- l’acclimatation est une réponse physiologique individuelle pour s’accommoder aux 
changements de l’environnement (contexte individuel)  
- l’adaptation résulte de modification génétique et de sélection de génotypes favorables 
dans une population (contexte évolutif). 
 2.5.2. Réponses des diatomées marines aux stress 
Dans les conditions naturelles, les diatomées marines sont particulièrement abondantes 
dans les zones côtières riches en nutriments. En haute mer, la teneur en fer et autres 
microéléments est faible, ce qui réduit fortement la densité des microalgues eucaryotes. 
Toutefois, si le silicium n’est pas limitant,les diatomées peuvent se développer à des 
concentrations en fer de quelques nmoles L-1 car elles présentent une forte affinité vis à 
vis de cet élément et qu’elles sont capables de réduire leur besoin en fer (Falkowski et 
al., 2004 ; Sunda et Huntsman, 1997 ; Wilhelm et al.,2006). Des teneurs élevées en 
microéléments tels que le Cu (3,15 µM) ou le Zn (20,25 µM) affectent la croissance et 
l’activité photosynthétique de diatomées marines telles que A. acutiuscula (Cid et al., 
1995 ; Nguyen-Deroche et al., 2009 ; Nguyen-Deroche et al., 2012 ; Stauber & 
Florence, 1990). Outre les éventuelles carences (Fe, CO2, lumière, etc) qui peuvent 
nuire au bon développement des diatomées, elles peuvent être, par ailleurs, exposés à 
des facteurs externes en excès devenant toxiques (nutrients, lumière, etc) et à des 
facteurs nocifs (UV, pesticides, etc). Ainsi, l’étude de la microflore de marais salants a 
montré que l’abondance et la diversité des diatomées diminuent le long du gradient de 
salinité ;par exemple, les espèces les plus résistantes sont encore présentes à une salinité 
de 190 dans la saline de Sfax en Tunisie (Abid et al., 2008). 
Les diatomées sont présentes à toutes les latitudes, leur répartition qui s’étend des pôles 
(exemple : Fragilariopsis cylindrus)aux régions tropicales (A. acutiuscula) en passant 
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parles zones tempérées (Skeletonema costatum) indique leur capacité d’adaptation 
(Mock et Valentin, 2004). Cultivé au laboratoire, P. tricornutum présente une 
croissance optimale à 21-22 °C ainsi qu’une production d’acides gras maximale 
(Yongmanitchai et Ward, 1991). Toutefois, les acides gras présentant un intérêt 
nutritionnel sont polyinsaturés.La teneur en acides gras polyinsaturés (AGPI) chez P. 
tricornutum diminue lorsque la température augmente entre 10 et 25 °C (Jiang et Gao, 
2004). De même, lorsque les cellules cultivées à 25 °C sont transférées à une 
température plus faible (20, 15 ou 10 °C), la synthèse d’AGPI dont l’acide 
écosapentaènoïque (EPA), est augmentée.Par ailleurs, Chen (2012) a montré que chez 
12 espèces de diatomées marines cultivées sous serre, la composition en AGPI  et en 
acides gras saturés variait différemment selon l’espèce, le niveau d’éclairement et la 
température (17 à 32 °C).Les études réalisées sur les plantes terrestres montrent que les 
basses températures rigidifient les membranes (fluidité diminuée), modifient leur 
composition en augmentant le degré d’insaturation des acides gras composant la 
bicouche phospholipidique (Uemura et al., 2006) et réduisent l’activité de nombreuses 
enzymes.Les variations de température ont ainsi un impact sur la photosynthèse au 
niveau des réactions qui ont lieu dans les membranes des thylacoïdes et au niveau des 
activités enzymatiques (Rai et Gaur, 2001 ; Saakov, 2002; Rohacek et al., 2008). Chez 
les plantes, l’expression des gènes codant des facteurs de transcription de type CBF (C-
repeat Binding Factor) est rapidement induite (15 min) par une température basse et elle 
atteint un maximum après 2 h d’induction (Stockinger et al., 1997 ; Van Buskirk et 
Thomashow, 2006). Les protéines CBF produites se fixent ensuite sur des promoteurs et 
induisent ou répriment la transcription de gènes cibles impliqués dans la réponse au 
froid (Van Buskirk et Thomashow, 2006).Chez la diatomée Fragilariopsis cylindrus, la 
protection contre la formation de cristaux de glace dans les cellules est assurée par des 
protéines "anti-gel" comme dans d’autres organismes adaptés au climat polaire (Bayer-
Giraldi et al., 2011). Les gènes codant ces protéines auraient été acquis par transfert 
horizontal entre des basidiomycètes et le genre Fragilariopsis (Sorhannus, 2011). 
L’étude des protéines de plantes soumises à des contraintes environnementales, 
notamment des températures élevées, a révélé la synthèse accrue de protéines 
chaperonnes nommées HSP (Heat Shock Proteins) dont le rôle est de prévenir la 
dénaturation des autres protéines (Vierling, 1991). Elles interviennent également lors 
d’autres stress tels que la sécheresse ou le froid qui induisent un stress oxydant (Banzet 
et al., 1998; Van Berkel et al., 1994). Ces protéines sont classées en cinq groupes selon 
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leurs masses moléculaires : les HSP 100, 90, 70, 6 et les HSP de faible masse 
moléculaire sHSP (small HSP) (Vierling, 1991). Armbrust et al. (2004) ont trouvé dans 
le génome de T. pseudonana des séquences codant des facteurs de 
transcriptionessentiellement de la famille des HSP, ce qui est relativement rare chez les 
autres eucaryotes. Les sHSP ont été recherchées dans cinq génomes séquencés de 
microalgues Chlamydomonas reinhardtii, Cyanidioschyzon merolae, Ostreococcus 
lucimarinus, Ostreococcus tauri, and Thalassiosira pseudonana (Waters et Rioflorido, 
2007), il ressort de cette étude que le nombre et la diversité des sHSP ne sont pas 
corrélés avec l’adaptation à des conditions extrêmes. 
 
Figure 9 : A- Sites de production des formes réactives de l'oxygène (ROI) dans une 
cellule végétale ; B- Production d’ion superoxyde (O2-) dans le chloroplaste d’une 
plante et voie de détoxication enzymatique. SOD : superoxyde dismutase ; APX : 
ascorbate peroxydases ; CAT : catalase. D'après Mitler (2002). 
 
Les conditions défavorables réduisent la croissance des diatomées en perturbant leur 
métabolisme et en générant, dans la grande majorité des cas, un stress oxydatif 
(Bertrand et Poirier, 2005 ; Nguyen-Deroche et al, 2012; Mittler, 2002 ;Pinto et al., 
2003 ; Rijstentbil, 2003 ; Rijstenbil et al., 1994). Celui-ci est dû à une augmentation de 
la production de formes réactives de l’oxygène (O2-, OH-, H2O2, etc) dans les différents 
compartiments cellulaires qui perturbent le métabolisme en oxydant certaines molécules 
comme les lipides par exemple.Les formes réactives de l’oxygène (Reactive Oxigen 
Species) ou radicaux libres sont des produits dérivés de la respiration et de la 
photosynthèse (Fig. 9A). Les organismes sont pourvus de mécanismes de défense contre 
les ROS ; il s’agit d’antioxydants tels que l’ascorbate, l’α−tocophérol et d’antioxydants 
enzymatiques tels que la superoxyde dismutase (SOD) ou la catalase (Fig. 9). Quatre 
SOD différant par leur cofacteur métallique ont été identifiées: Cu/Zn-SOD, Fe-SOD, 
Ni-SOD et Mn-SOD, cette dernière est présente chez les diatomées (Wolfe-Simon et al., 
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2005).Les SOD sont localisées dans les chloroplastes et les mitochondries, ce sont les 
premières enzymes à intervenir dans l’élimination des anions superoxydes en catalysant 
leur dismutation en peroxyde d’hydrogène qui est ensuite réduit en eau par l’ascorbate 
péroxydase. 
3.Éléments transposables 
Les génomes ont longtemps été considérés come des entités stables avec des positions 
quasiment immuables des séquences et donc  des gènes. Dès les années 1950, 
McClintock mettait en évidence la présence des séquences mobiles chez le maïs qui 
sont responsables de la création de mutations qui se manifestent au niveau de la couleur 
des grains et appelées éléments d'ADN mobile ou éléments transposables (ET). 
Finalement, ces éléments ont été découverts chez les procaryotes et les eucaryotes. 
Chaque espèce peut posséder plusieurs types d'éléments transposables et en nombre 
variable.  
Les ET ont d’abord été considérés comme des "parasites génomiques" ou "ADN 
égoïste" ayant pour seul objectif d’assurer leur survive au sein des génomes. Les ET 
sont des séquences d’ADN ayant la capacité de se déplacer au sein d’un chromosome ou 
d’un chromosome à un autre, dans le génome qui les héberge. Ils possèdent dans leur 
séquence le ou les gènes codant les enzymes nécessaires à leur déplacement encore 
appelé transposition. On distingue les ET autonomes qui sont mobiles car ils possèdent 
des gènes codant des protéines fonctionnelles de transposition et les ET non-autonomes 
qui contiennent des gènes de transposition mutés ou délétés. Toutefois, ces derniers 
peuvent être mobilisés par des éléments autonomes, ce processus est appelé 
mobilisation en trans. 
 3.1. Classification 
Les ETont été initialementclassésselon la nature de l’intermédiaire lors de 
leurtransposition, deux mécanismes principaux de déplacementont étédécrits (Finnegan, 
1989). Le premier niveau declassificationest composé dedeux classes, les élémentsde 
classeI et de classeII (Finnegan, 1989). La classe I regroupe tous les rétrotransposons 
qui sont des éléments qui transposent selon un mécanisme de type "copier-coller" (Fig. 
10). La transposition s’effectue au moyen de la production d’un ARN rétrotranscrit en 
ADN complémentaire (ADNc). Celui-ci correspond à une copie du rétrotransposon qui 
est ultérieurement intégrée dans un locus accepteur du génome. Les ET de classe II, ou 
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transposons, transposent directement, sans intermédiaire, selon un mécanisme "couper-
coller" (Fig. 10). Ainsi l’élément présent au sein du site donneur est excisé et réinséré 
dans le génome dans un site accepteur.  
 
Figure 10 : Schéma de la classification des ET selon leur mode de transposition. 
 
La classification proposée par Finnegan (1989) a été complétée par Capy et al. (1997) 
qui ont subdivisé les deux classes en ordres, superfamilles et familles selon la fonction 
et la structure moléculaire des ET et la présence de motifs signatures. Les classifications 
récentes de Wicker et al. (2007) et Kapitonov et Jurka (2008) proposent de classer les 
ET en fonction de l’organisation de leurs domaines fonctionnels mais aussi de leur site 
d’insertion ou TSD (Target Site Duplication) dans le génome.  
La classification proposéeparWickeret al.(2007) est la plusexhaustivedesET présents 
chez leseucaryotesmais elleexclutlesET des procaryotes qui sont nomméesséquences 
d'insertion(IS). Dansla classification deWicker et al. (2007)desET des eucaryotes (Fig. 
11), les deux classes principalesconstituentle premier niveau etlesniveaux suivantssont 
déterminéssur la basedes spécificités de latransposition, les structures d'éléments, 
lessites d'insertionet de séquenceshomologues. A un niveau inférieur, les 
superfamillessont caractérisées par lastructure des protéinesou des domainesnon-
codants etdu sitecible deduplication(TSD) desET. Le TDSse caractérise par 
laduplicationde la signaturede la séquenceadjacenteà l'insertion des ET. Il yenviron 
30superfamilles connues actuellement, de nouvelles familles restent probablement 
encore à découvrir. 
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Caractéristiques structurales 
 
Figure 11 : Classification des éléments transposables (d’après Wicker et al., 2007). 
 
Les ET eucaryotes de classe I et II sont divisés en sous-classes, ordres et superfamilles. La taille 
du fragment dupliqué après insertion ou TSD (Target Site Duplication) est caractéristique de la 
plupart des superfamilles. LTR: Répétitions terminales longues, TIR: Répétitions terminales 
inversées. 
AP : protéinase aspartique  APE: endonuclease apurinique ATP: ATPase d'empaquetage 
C-INT: C-intégrase  CYP: cystéine protéase  EN: endonucléase 
ENV: protéine d'enveloppe GAG: protéine de la capside HEL: hélicase 
INT: intégrase   ORF: cadre de lecture ouvert de fonction inconnue  
POL B: ADN polymérase B RH: Ribonucléase H   RPA: protéine A de réplication  
RT: reverse-transcriptase  Tase: transposase (*avec un motif DDE)  
YR : tyrosine recombinase Y2YR: avec un motif YY 
Groupes de l'espèce 
P: plantes ; M: métazoaires ; F: champignons ; O: autres 
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- Les ET de classe I sont classés encinq ordres: LTR (Long Terminal Repeat), DIRS 
(Dictyotelium Intermediate Repeat Sequence), PLE (Penelope Like Element), LINE 
(Long Intersperced Nuclear Elements) et SINE (Short Intersperced Nuclear Elements) 
qui regroupent un total de 17superfamillesqui sont caractérisées par l’organisation des 
gènesen domaines.  
- Les ET de classe II sont répartis en quatre ordres: TIR, Crypton, Helitronet Maverick. 
L'ordreTIRcomprend tous lesETprésentant desrépétitions terminalesinversées (TIR: 
Terminal Inverted Repeats)à chaque extrémité, etil est le seul qui estdivisé 
enneufsuperfamilles. Cessuperfamillessont:Tc1-mariner, hAT, Mutator, Merlin, 
Transib, P, PiggyBac, PIFHarbingeretCACTA. Par exemple,la superfamilleTc1-
mariner estcomposée detransposonsqui partagentun gène homologue qui code la 
transposase, enzymequi catalyseleurtransposition. Une autre caractéristique decette 
superfamilleest que tous cestransposonspossèdent comme TSDle dinucléotideTA. 
Cette classification prend aussi en compte les ET non-autonomes dont on connaît mal le 
mécanisme de transposition tels que les MITE (Miniatures Inverse Transposable 
Elements), ils sont classés dans les superfamilles d’éléments autonomes de classe II. 
Selon Wicker et al. (2007), les MITE peuvent être classés en se basant sur l’homologie 
de séquences avec les ET autonomes permettant leur mobilisation en trans.Les MITE 
sont souvent définis comme des versions délétées non autonomes de transposons de 
classe II et sont mobilisables en trans par les éléments entiers dont ils dérivent. Selon la 
séquence et la taille du site cible dupliqué, les MITE peuvent être divisés en deux 
familles : les éléments Tourist-like (5'TAA-3') et les éléments Stowaway-like (5'-TA-3') 
qui appartiennent auxsuperfamilles PIF-Harbinger et Tc1-mariner, respectivement 
(Bureau et Wessler 1992; 1994; Feschotte et al., 2003 ; Zhang et al., 2004). Ils sont 
caractérisés parde courtes séquencessans capacitéde codage, contiennent des 
TIRconservés, sontflanqués deTSDproduits par l'insertion et proviennent probablement 
d'unsous-ensemble detransposonsà ADNautonomes(Bureau et Wessler, 1992; Jiang et 
al., 2004). Il existe cependant des MITE Tourist-like et Stowaway-like qui présentent un 
cadre de lecture ouvert codant une transposase potentielle chez A.thaliana et O. sativa 
(Le et al., 2000 ; Turcotte et al., 2001). Les MITEont été découvertschez les 
plantes,mais ils ont égalementété trouvés dansplusieurs génomesd'animaux(Feschotte et 
al., 2002 ; Gonzalé et Petrov, 2009).  
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La question de la classification n’est pas encore complètement résolue car de nombreux 
cas restent ambigus : l’abondance d’éléments incomplets tronqués ou fossiles (dont 
seule une partie très conservée a été identifiée) et l’afflux d’ETde novo découverts in 
silico grâce à l’analysedes génomes séquencés pourraient remettre en cause cette 
classification. 
 3.2. Cycle de vie des éléments transposables dans les génomes 
Selon le modèle de Kidwell et Lish (2001), le cycle de vie des ET se compose de trois 
étapes: i) l'invasion, ii) la maturation, iii) la sénescence). i) Un ET actif et autonome est 
inséré dans le génome probablement à la suite d'un transfert génétique horizontal 
(HGT), c’est dire entre espèces différentes (Robertson et Lampe, 1995 ; Silva et 
Kidwell, 2000 ; Jain et al., 2002 ; Diao et al., 2006). Le transfert de gènes est bien connu 
chez les bactéries (Jain et al., 2002) par contre les exemples de HGT sont moins 
nombreux entre les eucaryotes. Un exemple est donné par un transposon de type 
Mutator qui a été transmis par transfert horizontal entre deux lignées de Poacées (Diao 
et al., 2006).Après insertion, les ET sont capable de se répliquer dans le génome jusqu'à 
ce qu'il induise des effets délétères en modifiant la fonction des gènes et réduise ainsi le 
métabolisme de l'hôte ii) Lorsque les effets délétères sont observés, les processus de 
sélection entrent en jeu et induisent des mécanismes de régulation qui limitent la 
prolifération de l’ET. Ces mécanismes de régulation peuvent être, par exemple, la 
répression de la transcription par la méthylation de l'ADN. Ces mécanismes empêchent 
l'expression des gènes qui codent  des enzymes de transposition (Machida et Machida, 
1989; Zhang et al., 2001; Slotkin et Martiensen, 2007). iii) La dernière phase 
correspond à une diminution drastique du nombre de copies des ET originaux, jusqu'à 
ce qu'il disparaisse totalement du génome. Certains de ces processus pourraient être 
responsables de l'élimination totale des ET dans les génomes de certaines espèces qui 
n'ont pas subi une nouvelle invasion par HGT comme par exemple via des procaryotes 
intracellulaires obligatoires (Wright et Finnegan, 2001 ; Bordenstein et Reznikoff, 
2005 ; Cordeaux, 2009).  
La contre-sélection (Le Rouzic et Capy, 2005), la perte stochastique ou la dérive 
génétique peut conduire à l'élimination de certains ET du génome. Il a été suggéré que 
ces mécanismes sont responsables de la distribution sporadique de la famille de 
transposons mariner dans les populations de Drosophila (Lohe et al., 1995, Wang et al., 
2005). Plusieurs phases d'invasion provenant d'autres organismes, comme des bactéries 
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ou des parasites sont également possibles à la suite d'événements de HGT. Bien qu'il 
soit difficile d'évaluer ces modes de transmission latéraux (Diao et al. 2006 ; Fortune et 
al., 2008), ils sont considérés comme ayant eu lieu à plusieurs reprises pourles 
ET(Robertson et Lampe, 1995 ; Silva et Kidwell, 2004 ; Roulin et al., 2008 ; Gilbert et 
al., 2010 ; Wallau et al., 2011) en particulier dans le milieu marin où ils peuvent être 
favorisés par le contact permanent avec les bactéries, virus et parasites (Sobecky et 
Hazen, 2009). 
Comme indiqué précédemment, les éléments de la superfamille Tc1/marinerne 
nécessitent pas defacteurs spécifiquesde l'hôtepour transposer, ilsne sont donc 
pasdépendants d’unhôte spécifique.En effet,de nombreux cas detransfert horizontalentre 
différents organismes ont été proposés pources éléments.Les exemples rapportés dans la 
littérature concernentle transfertentredes crustacésmarins(Casse et al., 2006), entredes 
insectes dedifférents ordres(Lampe et al., 2003 ; Robertson et Lampe, 1995), et 
mêmeentredes organismesdephylums différents, aussi divergents quel'homme et 
unnématode parasite(Laha et al., 2007). Cependant,on ne sait pascomment ces 
élémentssont capables d'envahir de nouveaux génomes. Les vecteurs 
potentielsquipourraient être impliquéesdans ce transferthorizontalsont des parasites 
externes, tels que les acariens, qui semblent avoir été le vecteur deséléments Pchez la 
drosophile(Houck et al., 1991), ou les parasites internestels que les virus(Hartl et al., 
1997a). 
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Figure 12 : Évolution du cycle de vie des éléments Tc1/mariner chez les hôtes 
naturels. D'aprèsMiskey et al. (2005). 
 
La figure 12 montre les principaux événementsdu cycle devie(pour plus de détails, voir 
le texte). Le cyclea été proposépour décrirel'évolution des élémentsmariner (Hartl et al., 
1997b), mais il est aussiprobablementvalable pourla familleTc1. Le transfert 
horizontaldetransposonsactifsdans de nouvelles espècespeut avoir lieu avantou aprèsla 
diversificationfonctionnelle. 
 3.3. Impacts deséléments transposablessur les génomes 
 3.3.1. Effets délétères des éléments transposables 
En raison de leuractivitéet deleurprésence massivedans les génomes, les ETpeuventêtre 
considérés comme desséquencesparasitesqui provoquentdes effets 
potentiellementdélétères. La prolifération des ET augmente aussi la taille desgénomes, 
notamment chez les plantes(Devos et al., 2002 ; Hawkins et al., 2006 ; Neumann et al., 
2006 ; Piegu et al., 2006 ; Vitte et Panaud, 2005).Il semble évident quecesnombreux 
élémentsdoivent avoiraffectéla structure du génomeen facilitant 
desréarrangementschromosomiqueset qu’ils perturbentl'expression des gènes 
(Bourque,2009). Ainsi, des changementsphénotypiquestels que l’apparition de 
pétalespanachés chez le muflier et le soja sont dus à l’insertion d’ET dans des gènes 
contrôlant la pigmentation des fleurs (Hashidaet al.,2003 ; 2006 ;Takahashiet al., 2012). 
Comme nous l'avonsvu,un effetde ce typea conduit àladécouverte originaledes 
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premierséléments transposablesDs-Acchez le maïs(McClintock,1951)et celle 
demariner230chez la drosophile(Hartl, 2001).Un autre exemple deperturbation génique, 
mais cette fois avec des conséquences néfastes,est celui del'hémophilie, une maladie 
provoquée parl'insertion d’un retrotransposon L1 dans le gèneduchromosome X 
humainquicode le facteurVIII de la coagulation du sang(Dombroskyet al., 1991). 
Toutefois, les ETn'ont pas seulementdes effets délétèressinon ilsn'auraient pas 
étéconservésdans les génomespendantun si long période. Se pose alors la questionde 
leurconservation etdes avantages que lesETpeuvent apporter aux génomes qui les 
hébergent. 
 3.3.2. Éléments transposablessont-ilsbénéfiques ? 
Nous pouvons penser que les ET sont conservésdans les génomes soit parce qu'ils ont 
des effetsneutresou parce qu'ilsont des effets positifset confèrentcertains avantagesaux 
organismes. Il a étésuggéré queles interactions entre lesETetlegénome de l'hôtepeuvent 
être considérées commeuncontinuumallant duparasitismeà 
l'interactionsymbiotique(Kidwell etLish,2001).Les ETsont actuellement trèsétudiés car 
ils semblent de plus en plusjouerun rôle majeur dansl'évolution des génomesen générant 
dela diversitéet en créantde nouveaux gènes. Les ETpeuvent être des outilsde régulation 
des gènesqui induisentla formation de nouveauxgènes: la forme extrême dece 
phénomèneest connue comme la "domestication" dans laquelle la séquenceentière 
d'unETestintégrée dans le génomeet devientun acteur du fonctionnement de l’hôte.Il 
existe plusieursexemples deET dont unepartiede leur séquence est devenue une 
séquencerégulatrice de gènes tels que les promoteurs, des amplificateursou des 
séquencescis-régulatrices(Sinzelle et al.,2009 ;Bourque, 2009 ; Feschotte, 2008 ; Levin 
et Moran, 2011).Ils peuvent égalementconduire à la formationdegènes chimériques(une 
fusionentreune partie d’ETetcertaines séquencesde gènes)menant àune nouvelleprotéine 
fonctionnellequi peut être utileàl'organisme hôte. Lesystème immunitaireV(D)Jdes 
vertébrés en est un exemple, il dériverait d’un transposontransib(Kapitonov 
etJurka,2005). En effet, les similitudes fonctionnelles et structurales des protéines 
RAG1 et RAG2 impliquées dans la recombinaison V(D)J laissent penser que les gènes 
qui les codent sont des parties d’un ET actif possédant des TIR identiques aux signaux 
de cette recombinaison (Hiom et al., 1998). 
Dans la plupart descas, lesmutationsqui résultent de transpositions sontneutres, 
maiscertainsévénements d'insertionavecdes effets positifs pour les organismes et les 
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populations doivent avoir étésélectionnésau cours del'évolution des génomes, comme 
c'est le caspour les ETdomestiqués. 
 
 3.4. Utilisation des éléments transposables 
 3.4.1. Outils de mutagénèse et de transgénèse 
Certains ET sont utilisés in vitro et invivo comme outils de mutagenèse et de 
transgénèse  aussi bien chez les cellules animales que végétales (Dinesh-Kumar, 1995). 
Chez les plantes, le contrôle de la transposition des éléments Ac/Ds ont permis le 
développement de la mutagenèse dirigée chez le maïs, mais aussi le tabac, la tomate et 
Arabidopsis thaliana(Sundaresan, 1996). La découverte de transposons de type mariner 
potentiellement actifs permet d'envisager la mise au point d'un système de transgenèse 
ubiquiste. Les premiers essais de trangenèse ont été réalisés chez Drosophila 
melanogaster à l'aide de l'élément P(Rubin et Spradling, 1982). Chez la cione 
Ciona intestinalis,la transposase du transposonMinos possède une activité complète 
puisqu’elle est capable d'exciser de l’ADN et de transposer(Sasakura et al., 2003).  
La thérapie génique est une stratégie très prometteuse dans le traitement de plusieurs 
maladies génétiques héréditaires ou acquises. Divers types de vecteur ont été utilisés 
pour délivrer des séquences d’ADN "thérapeutique" aux cellules affectées. Les vecteurs 
viraux ont montré des effets génotoxiques et des complications immunologiques alors 
que les vecteurs non viraux sont moins efficaces dans l'intégration au niveau du 
génome. Une solution alternative consiste à utiliser les ET comme vecteurs, ces 
éléments ayant la capacité de s'intégrer facilement dans le génome et de permettre 
l'introduction d’un gène d'intérêt et son expression (Ivics and Izsvák, 2006).  
Les transposonsont troiscaractéristiques qui les rendent attractifs (Nesmelova et 
Hackett, 2010) : i)La transpositionest précise lorsquela séquencegénique quiest 
mobiliséepour l'intégrationest biendéfinie. ii)La transpositionassurel'intégration 
destransposonssimples.iii)Contrairement aux virusqui sont souvent couvertsde 
protéineshautement immunogènes, les transposonscomprennent uniquement des 
fragments d'ADNet ils évitent ainsi des réactions immunitaires et d'autresmécanismes 
de défenseque les cellulesutilisentpour empêcher l'intégrationd’ADN étranger. Par 
conséquent, les ET présentent un intérêtsubstantieldans l'amélioration del'efficacité 
transpositionnelle. 
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Quelques transposonssont encours de développementpour être utilisés chez les 
vertébrés : Sleeping Beauty(Ivics et al., 1997 ; Hackett et al., 2004), FrogPrince(Miskey 
et al., 2003), etTol2(Balciunas et al., 2006). La reconstruction moléculaire de Sleeping 
Beauty, qui est un issu de poisson, marque une étape importante dans l'application de la 
thérapie génique fondée sur la transposition (Izsvak et Ivics, 2004; Ivics et Izsvák, 
2006). 
 
 3.4.2. Marqueurs de polymorphisme 
L'activité de transposition des ET crée de la variabilité génétique dans toutes les 
espèces. Il existe un polymorphisme d'insertion qui est utilisé come outil de marquage 
moléculaire pour évaluer la diversité génétique. Les ET utilisables doivent présenter un 
grand nombre de copies, une potentialité de polymorphisme élevée, et une stabilité des 
insertions. Les rétrotransposons à LTR et les SINE répondent à ces critères et sont 
préférentiellement utilisés.  
La détection des polymorphismes d'insertion nécessite des profils d'insertion 
comprenant l'ensemble ou une fraction significative des fragments de bordure des 
insertions d'un ETdonnés dans un génome. La technique de SSAP (Sequence-Specific 
Amplified Polymorphisms) basée sur le rétrotransposon BARE-1 a été appliquée dans 
des cartes génétiques chez l'orge (Waugh et al., 1997), chez l'avoine (Yu et Wise, 2000) 
et celle basée sur le rétrotransposon PDR1 chez le pois (Ellis et al., 1998). Ces études 
ont montré que les marqueurs moléculaires basés sur le polymorphisme d'insertion des 
ET sont de puissants outils d'analyse de la biodiversité car ils présentent souvent un 
polymorphisme plus important que d'autres marqueurs moléculaires classiques. Par 
exemple, les intégrations récentes de l'élément Alu dans le génome humain ont généré 
des variantes qui ont une grande utilité dans l'étude des populations humaines. Ces 
variantes peuvent être utilisées comme des marqueurs dans les analyses de paternité et 
en médecine légale (Kass et al., 2007). 
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 3.5. Transposons mariner 
Le premier élément mariner a été découvert chez la drosophile Drosophila mauritiana 
par l’analyse d’une mutation instable dans l’allèle du gène white qui se traduit par un 
changement de coloration au niveau de l’œil. Cet élément appelé Dmmar (pour 
Drosophila mauritiana mariner) est plus connu sous le nom de Mos1 (Jacobson et al., 
1986). Les éléments apparentés à Mos1 sont appelés mariner-like elements (MLE). Les 
MLEsont largement répandus et représentés dans divers taxons tels que : les plantes, 
champignons, ciliés, rotifères (Arkhipova et al, 2005), insectes (Robertson, 1993), 
nématodes, poissons, mammifères, crustacés (Casse et al., 2006 ; Plasterk et al., 1999 ; 
Robertson, 2002) ou encore chez le protozoaire Trichomonas vaginalis (Silva et al., 
2005).  
 
 3.5.1. MLE chez les animaux 
Les MLEd’origine animale sont répartis en neuf sous-familles dont les noms dépendent 
des espèces dans lesquelles les premiers éléments ont été découverts : mauritiana, 
cecropia, mellifera, capitata, irritans et elegans, briggsae, rosa et lineata (Robertson, 
1993, 1997, 2002 ; Arkhipovaet Meselson, 2000;Shao et Tu, 2001; FeschotteetWessler, 
2002). Récemment, une nouvelle sous-famille marmoratus a été mise en évidence par 
Bui et al. (2007, 2008) chez les crabes marins. Cette sous-famille compte un élément 
mariner potentiellement actif Pacmmar1 chez le crabe Pachygrapsus marmoratus 
(Delaurière et al., 2009). 
Comme dans les autres familles d’éléments, la majorité des éléments mariner sont 
inactifs à cause de l’apparition de mutations au niveau de leur séquence. Chez les 
animaux, seuls deux éléments mariner naturels sont actifs et autonomes, Mos1, isolé 
chez la drosophile Drosophila mauritiana (Jacobson et al., 1986) et Famar1 isolé chez 
le perce-oreille Forficula auricularia (Barry et al., 2004). Toutefois les éléments 
identifiés chez l’Homme Himar1 et Hsmar1 et chez les poissons Sleeping beauty ont été 
réactivés par reconstruction de la séquence ancestrale (Lampe et al., 1996 ; Miskey et 
al., 2007). 
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 3.5.2. MLE chez les végétaux 
Les études concernant les MLEde plantes sont peu nombreuses. La première étude a été 
menée par Jarvick et Lark en 1998. Ils ont isolé dans le génome du soja un élément 
qu’ils ont nommé Soymar1 (Soybean mariner élément 1) présentant des similitudes 
avec l’élément mariner.L’alignement des séquences protéiques de transposases montre 
que près de la moitié de cette transposasse diffère des transposases mariner présentes 
chez la drosophile (Mos1), chez l’homme (Himar1) ainsi que chez les planaires. 
Toutefois, l’élément Soymar1 possède la triade catalytique DDxD typique des MLE et 
nécessaire à la transposition mais la distance x entre les deux derniers acides aspartiques 
est de 39 acides aminés au lieu de 34 chez les animaux (Jarvick et Lark, 1998). Cette 
triade DD39D est aussi caractéristique de l'élémentOsmar1 (Oryza sativa mariner 
élément 1) identifié chez le riz par Tarchini et al. (2000). Ces deux MLE végétaux 
partagent 67 % d’homologie. Une recherche dans les bases de données a permis 
d’identifier deux autres transposons complets de type MLE dans le génome du riz, 
Osmar2 et Osmar2b (Feschotte et Wessler, 2002). Ces auteurs ont mis en évidence 
l’ubiquité des MLEchez les plantes puisqu’ils ont amplifié des fragments de gènes 
codant une transposase de MLEchez 36 espèces d’angiospermes. Puis d’autres MLE ont 
été découverts chez d’autres plantes dont un élément complet et potentiellement actif 
Vulmar1 chez la betterave Beta vulgaris (Beta vulgaris mariner élément 1) (Jacobs et 
al., 2004), cinq MLE ont été découverts chez le pois, dont un élément complet 
potentiellement actif Psmar1 (Pisum sativum mariner élément 1) (Macas et al., 2005), 
79gènesde la transposaseMLE ont été isolés chez 63espèces de bambou (Zhou et al., 
2011) dont la grande majoritécontientde multiplesmutations inactivant ces éléments. 
Tous les MLE complets de plantes possèdent la triade catalytique DD39D. 
Les séquences des ITR des MLEde plantes montrent une forte homologie avec les 
séquences des ITR des MITE Stowaway. Ceci suggère que ces MITE peuvent être 
mobilisées par des transposases de MLEfonctionnels.  
 
 3.5.3. Éléments transposables chez les microalgues 
Les données disponibles dans la littérature sur les ET chez les différents groupes de 
microalgues sont rares. Chez la microalgue verte Chlamydomonas reinhardtii, deux 
ETGulliver et TOC1 ont été découverts par Ferris (1989) et Day et al. (1988) 
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respectivement. Gulliver est un transposon de classe II quiressemble à l’élément Ac du 
maïs (Graham et al., 1995). L’élément TOC1 est un rétrotransposon à LTR inséré dans 
un intron du gène OEE1 (Oxygen-evolving enhancer 1) du mutant FUD44. Des 
éléments nommés Pioneer1 et Tcr3 ont été identifiés par Graham et al. (1995) et Wang 
et al. (1998), ces éléments insérés dans les gènes de la nitrate réductase seraient des 
transposons ayant perdu une extrémité. 
Le génomede quatrediatomées marines Phaeodactylum tricornutum, 
Thalassiosirapseudonana, Fragilariopsiscylindrus et Pseudonitzschia multiseriesont été 
séquencés. Leséquençage complet de ces génomes permet de rechercher in silico des ET 
et de comparer ces données aux recherches expérimentales au laboratoire. Bien que la 
taille de ces génomessoit relativement faible 32,4 Mpb pour T. pseudonana et 27,4 Mpb 
pour P. tricornutum (Armbrust et al., 2004, Bowler et al., 2008 ; Vardi et al., 2008), les 
ET semblent être les responsables majeurs des réarrangements génomiques et de la 
dynamiquedeces génomes. P. tricornutum contient une proportion de 6,4 % d’ET, soit 
trois fois plus que T. pseudonana qui ne possède que 1,9 % d’ET. Les rétrotransposons 
à LTR-RT de type Copia-like représentent 90 % des ET de P. tricornutum (soit 5,8 % 
du génome) et 58 % chez T. pseudonana, (soit ~ 1 % du génome) (Armbrust et al., 
2004; Bowler et al., 2008; Maumus et al., 2009 ; Tirichine et Bowler, 2011 ; Vardi et 
al., 2008). Les autres rétrotransposons appartiennent aux familles Ty3/Gypsy, 
Ty1/CopiaetDIRS-like. 
 Dans notre laboratoire, des transposons de type mariner ont été recherchés 
expérimentalement chez 15 espèces de microalgues marines (Hermann, 2011). La 
présence de MLE a été révélée par la technique de PCR avec les amorces 
dégénéréesdéfinies par Feschotte et Wessler (2002). Des fragments de 380 pb identifiés 
positivement comme MLE ont été amplifiés chez 10 diatomées marines dont Amphora 
acutiuscula, provenant de la côte sud-est vietnamienne. L'absence de codon stop dans la 
région amplifiée du gène de la transposase suggère l'existence potentielle d'un élément 
complet de type mariner chez cette espèce (Hermann, 2011). Chez P. tricornutum, 
Hermann (2011) a mis en évidence plusieurs copies de MLE, par contre ces éléments 
semblent absents chez T. pseudonana. 
Récemment, un transposon Tc1-mariner complet nommé Costa a été identifié in silico 
dans le génome de Pseudonitzschia multiseries, une diatomée produisant des peptides 
toxiques (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX013907 ). 
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 3.5.4. Structure des transposonsMLE 
Les MLEsont lesplus petitstransposonsADN trouvés chez les eucaryotes, leur taille 
étant comprise entre 1,3 Kpb chez les animaux et 7,072 Kpb chez les plantes (Plasterk 
et al., 1999; Leroy et al., 2003). Cestransposonscontiennentunseul gènequi code la 
transpose qui est l’enzyme catalysant la transposition. De part et d’autre du gène de la 
transposasse se trouvent des régionsterminalesnon traduitesou UTR (UnTranslated 
Region) dontla séquence estvariable.Les MLEse terminent par desrépétitions 
terminalesinversées (ITR) qui sontmalconservées, dont la taille variede 20 à 40pb 
(Jarvik et Lark, 1998 ; Brillet et al., 2007 ; Feschotte et al., 2003) (Fig. 13-A). 
Le gène de la transposase a une structure simple avec un cadre de lecture unique. Ce 
gène ne possède pas d’introns chez les MLE présents chez les animaux (Robertson, 
2002) mais peuvent en contenir chez les MLE de plantes (Feschotte et Wessler, 2002 ; 
Feschotte et al., 2003 ; Zhou et al., 2011). 
Les ITR desMLE ont une taille d’environ 20 à 40 bp, que ce soit chez les animaux ou 
les végétaux (Jarvick et Lark, 1998 ; Brillet et al., 2007; Jacobs et al., 2004; Macas et 
al., 2005 ; Feschotte et al., 2003). Ils possèdent  un motif  palindromique où chacune des 
deux parties du palindrome possèderait un site de liaison pour la transposase et un motif 
de miroir dont le rôle serait de stabiliser les interactions protéines-ITR (Bigot et al., 
2005). 
 
 
 
Figure 13 : Structure des éléments mariner. 
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(A) Représentation schématiqued'un transposonMLE. Lesrépétitions inverséesterminales 
contiennent le site de liaison pourlatransposase.Un seul gènecodant latransposaseest encadré par 
des séquences UTR et ITR. Le sitecible de dinucléotide TA est présent à chaque extrémité du 
transposon, il est dupliquéau niveau du sited'intégration lors d’une transposition. 
(B) Représentation de la structure des transposases des MLE animaux et végétaux. Le domaine 
de liaison à l'ADN se trouve à l'extrémité N-terminale. Dans ce domaine, deux motifs hélice-
tour-hélice (HTH) sont séparés par un motif commençant par GRxR conservé au sein de la 
famille MLE et sont suivis du signal de localisation nucléaire (NLS).Le domaine catalytique à 
l'extrémitéC-terminale est responsable dela catalysedu clivage. La triaded'acides aminés 
aspartiquesDDxD est unesignaturecaractéristique destransposasesMLE. La distance de 34 
acides aminés et celle de 39 sont très conservées pour les MLE animaux et végétaux, 
respectivement.  
 
Les UTR desMLE sont des régions non traduites situées en 5’ et 3’ du cadre de lecture 
codant la transposase. Ces régions peuvent atteindre plusieurs milliers de nucléotides et 
sont la principale cause de la variation de taille observée au sein des TLE (Sinzelle et 
al., 2005). Leur rôle est peu connu. Ils pourraient posséder les informations nécessaires 
à la transcription et la traduction de la transposase. Ainsi, ils pourraient permettre la 
fixation des facteurs de transcription (Leroy et al., 2003 ; Palomeque et al., 2006). Les 
ITR seuls sont suffisants pour que la transposase effectue la transposition (Augé-
Gouillou et al., 2001a ; Feschotte et al., 2003), cependant la présence d’au moins une 
partie des UTR permettrait une transposition plus efficace (Jeyaprakash et Hoy, 1995; 
Miskey et al., 2007 ; Tosi et Beverley, 2000).   
 
 3.5.5. Structure protéique des transposases de MLE 
Chez les animaux, cette protéine contientplusieursmotifshautement conservés dont 
WVPHELetYSPDLAP qui sont les signatures principales destransposases de 
MLE(Robertson, 1993; Plasterket al., 1999).Les transposases ont une taille comprise 
entre 330 et 360 acides aminés chez les animaux et de 412 à 520 acides aminés chez les 
végétaux. Elles sont constituées de deux domaines fonctionnels : un domaine de liaison 
à l’ADN situé dans la région N-terminale et un domaine catalytique situé en région C-
terminale (Fig. 13-B).Dans la région N-terminale, les transposases possèdent deux 
motifs hélice-tour-hélice (HTH) nécessaires pour la reconnaissanceet la liaison auxTIRs 
et un ou plusieurs signaux de localisation nucléaire (NLS).Le domaine C-
terminalhébergela triadecatalytique constituéepartroisacides aspartiques (DDD)(Fig. 13-
B). Les deux premiers aspartatessont séparéespar92acides aminés, tandis que la 
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distanceentrelesecond et le troisièmerésiduest variable, entre31et39acides aminés 
selonles familles(Brillet et al., 2007). 
 Domaine de liaison à l’ADN 
Le domaine de liaison à l’ADN est responsable de la reconnaissance des séquences 
spécifiques des ITR du transposon. Ce domaine a été déterminé par des analyses de 
prédiction de structure secondaire (Pietrokovski et Henikoff, 1997) et de 
cristallographie des transposases de l’élément Mos1 (Richardson et al., 2004) et par des 
études moléculaires d’interactions entre la transposase et les TIR. Ce domaine est 
généralement situé dans les 150 premiers acides aminés de la transposase et est 
constitué de cinq hélices. Les deux dernières hélices forment un motif hélice-tour-hélice 
(HTH) de fixation à l’ADN de type homeo-like, précédé de la séquence conservée 
GRPR (Plasterk et al., 1999 ; Vos et Plasterk, 1994). Selon les auteurs, les deuxième et 
troisième hélices forment également un motif HTH. Dans le cas de Mos1, l’hypothèse 
d’un seul motif est proposée par Augé-Gouillou et al. (2001b), alors que l’hypothèse de 
deux HTH est décrite par Richardson et al. (2006). 
 Signal de localisation nucléaire 
La région N-terminale contient un ou plusieurs signaux de localisation nucléaire (NLS) 
permettant le transport de la transposase dans le noyau de la cellule (Brillet et al., 2007). 
Pour la plupart des éléments, ce NLS a été défini in silico par analyse bioinformatique et 
n’est que putatif. En ce qui concerne les MLEde plantes, seuls les travaux de Yang et al. 
(2006) sur la transposition de Osmar5 en système hétérologue ont permis de définir le 
domaine de liaison à l’ADN et les domaines hélice-tour-hélice ainsi que le mécanisme 
de transposition des MLE de plantes. 
 Domaine catalytique des transposases 
Le domaine catalytique des transposases de type MLE est caractérisé par la triade 
catalytique DDxD. Le dernier D semble essentiel à l’activité de la transposase Mos1, 
son remplacement par un acide glutamique E (DD34E au lieu de DD34D) entraîne une 
perte de la fonctionnalité protéique (Lohe et al., 1997). Cependant dans le cas de 
Hsmar1 le remplacement de l’acide aspartique (D) par l’asparagine (N) ne modifie pas 
l’activité in vitro de la transposase (Liu, et al., 2007). Pour assurer son rôle, la triade 
fixe un à deux cations divalents comme le magnésium ou le manganèse (Mizuuchi, 
1997; Richardson et al., 2009). Les trois acides aspartiques sont inscrits dans les motifs 
conservés TGDE, HDNA et YSPDLAPxD des éléments isolés chez les animaux. Ce 
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dernier motif a été décrit comme l’un des deux motifs signatures des MLE, avec le 
motif WVPHEL (Robertson, 1993), bien qu’aucun rôle ne lui ait encore été attribué. Les 
éléments isolés chez les végétaux présentent une triade catalytique légèrement plus 
longue. En effet, 39 acides aminés séparent les deux derniers acides aspartiques (Jarvick 
et Lark, 1998; Tarchini et al., 2000; Jacobs et al., 2004; Macas et al., 2005). Les motifs 
conservés ont été identifiés comme étant HIDEKWF et IQQDNARTH. Le troisième 
résidu aspartate de la triade catalytique semble apparaître dans un motif 
NSPDL/MNxLDLGFF (Fig. 13-B). Toutefois, l’étude de la transposition de Osmar5 en 
système hétérologue montre qu’une mutation du deuxième résidu aspartate de la triade 
catalytique induit une nette diminution de la transposition n’allant pas jusqu'à inhiber 
totalement l’activité de la transposase (Yang et al., 2006). Les auteurs suggèrent que le 
motif DD39D, défini par la conservation des motifs, pourrait ne pas refléter le véritable 
centre réactionnel de la transposition des MLEchez les plantes. Ainsi, les motifs de la 
triade catalytique restent à définir par l’étude de la transposition d’autres MLEde 
plantes. 
 3.5.6. Mécanisme de transposition des MLE 
L’étude du mécanisme de transposition des éléments mariner a été réalisée 
essentiellement surMos1(Dawson et Finnegan, 2003; Augé-Gouillou et al., 2005 ; Bigot 
et al., 2005 ; Richardson et al., 2009 ; Carpentier et al., 2011). La transposition des 
éléments marinerimpliqueune série de cinq étapes: (1) liaison spécifique de la 
transposaseaux ITR, (2) clivagedes deuxbrins d'ADNà chaque extrémitédu transposon, 
(3)liaison des deuxextrémités du transposon par desinteractionstransposase-transposase, 
(4) capture d’unenouvelle cible qui est un dinucléotide TAet (5)insertion de 
l'élémentdans ce locus. 
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Figure 14 : Mécanisme de transposition de mariner. D'après Jaillet et al. (2012). 
 
Un élément marinerest représentéen haut avecleurs principales composantes : lesITR(ITR-5' 
etITR-3', en orange)etle dinucléotideTAflanquantl'élément. Il contient une séquence codant pour 
latransposase(en gris).SEC2: single-end complex,PEC:paired-end complex, PIC: pre-
intergration complex.  
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 Facteurs influençant l'efficacité de transposition 
La fixation spécifique de la transposase sur les ITR est dépendante des cations Mg2+, 
Mn2+ ou Ca2+ (Augé-Gouillou et al., 2001b ; 2005 ; Richardson et al., 2006). Le site 
catalytique de Mos1 renferme soit un ion Mg2+ soit deux ions Mn2+, même en l’absence 
de substrat ADN (Richardson et al., 2006). La plupart destransposases de type DDE 
chez les procaryotes clivent,aux extrémités dutransposon, le premier brin d'ADN par 
hydrolyse puis le second par une trans-estérification. Achaque extrémité, les deux brins 
se raboutent formantune structureintermédiaire en épingle à cheveux(DNA-
hairpin)(Bischerour et al., 2009).Lors de la transpositiondes élémentsmariner, la 
structure intermédiaireen épingleest absente(Richardson et al., 2006).Un premier brin 
d’ADN est coupé en5’ trois bases à l’intérieur de l’élément, puis l’extrémité 3’ est 
coupée précisément à l’extrémité du transposon.Augé-Gouillou et al. (2005) ont montré 
que la transposase est active sous forme de dimère, la dimérisation se produisant avant 
la liaison aux ITR (Fig. 14). Il se forme ainsi un complexe composé de deux 
transposases(dimère) et de l’ITR à chaque extrémité d’unmarinerexcisé. Puis, les 
extrémités du transposon se rejoignent formant un complexe synaptique (complexe 
ADN-protéines) avec un dimère ou un tétramère de transposases. Le transposon est 
ensuite inséré au niveau du site TA. 
La teneur en GC ainsi quela longueur dela partie internedu transposonMos1ont 
uneimportance cruciale surl'efficacitéde la transposition(Sinelle et al., 2008).La 
transpositiondemarinerdépend aussi dela température. Lestempératures élevées inhibent 
lare-intégration des produits d'excision dans le génome, ce phénomènepourrait être en 
rapport avecles propriétés enzymatiquesde la transposase (Sinzelle et al., 2008). 
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4. Stress et éléments transposables 
McClintock (1984) a été la première à suggérer que les éléments transposables 
pouvaient être activés en réponse à des stress, les génomes nécessitant des 
réarrangements pour survivre.Selon Li et al. (1999), les ET feraient aussi partie de la 
cascade de réactions en réponse aux stress et pourraient avoir un rôle de signal 
d’alarme. L’application de stress à des organismes dans des conditions contrôlées et 
l’étude de populations vivant dans des environnements différents permettent de préciser 
l’impact des stress sur les ET (Capy et al., 2000 ; Okamoto et Hirochika, 2001 ; Lukens 
et Zhan, 2007).Il ressort que seulement quelques éléments connus sont activés en 
conditions stressantes et que les réponses diffèrent selon les souches ou les populations. 
De plus, ce sont essentiellement les rétrotransposons qui sont activés. Toutefois, des 
transposons de la famille mariner sont activés dans des populations de D. simulans 
vivant à différents latitudes (Giraud et Capy, 1996). Une diminution de température de 
29 à 25 °C active aussi les transposons P et hobo chez D.melanogaster (Kidwell, 1977 ; 
Blackmann et al., 1987).  
 
 
Figure 15 : Induction du déplacement des éléments transposables après un 
stress(D’après Capy et al., 2000). 
 
Les effets indépendants et communs sur les gènes de défense et les éléments transposables sont 
indiqués par des traits discontinus et continus, respectivement. 
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Chez les plantes, plusieurs cas d’activation d’ET ont été rapportés : celle du transposon 
Tam3 est fréquemment activée à 15 °C et très rarement à 25 °C chez le muflier 
Antirrhinum majus (Harrison et Fincham, 1964 ; Carpenter et al., 1987),  Mutator est le 
transposon le plus mutagène chez le maïs (Diao et Lisch, 2006) et une courte séquence 
MITE nommée mPing (superfamille PIF/Harbinger) s’est révélée active dans une 
lignée cellulaire d’Oryza indica (Jiang et al., 2003 ; Nakazaki et al., 2003). Chez le 
tabac et la tomate, un abaissement de température comme une attaque fongique induit la 
transcription d’un rétrotransposon Tnt1 (Mhiri et al., 1997 ; Melayah et al., 2001 ; 
Grandbastien et al., 2005). Chez la diatomée modèle P. tricornutum, différents stress 
abiotiques tels qu’une carence en fer, en nitrates ou en CO2 ou un excès de fer, de silice 
ou la présence d’un composé toxique (aldéhyde décadiénal) ont été appliqués afin de 
déceler d’éventuelles activations d’ET. Certains stress ont activé deux rétrotransposons 
de la superfamille Ty1-copia (Maumus et al., 2009), Blackbeard est celui qui est le plus 
fortement activé chez P. tricornutum carencé en nitrates et Surcouf est fortement 
exprimé en présence de l’aldéhyde. L’hypométhylation de l’élément Blackbeard a été 
mise en évidence chez les cellules carencées en nitrates (Maumus et al., 2009). Par 
ailleurs, une forte densité cellulaire active aussi Blackbeard chez P. tricornutum (Oliver 
et al., 2010). 
Un modèle de l’impact des stress sur l’activité des ET à court terme et long terme a été 
proposé par Capy et al. (2000) (Fig. 15). Un stress peut être appliqué localement ou à un 
organisme entier et induire l’expression de gènes de défense permettant l’acclimatation 
de l’organisme à la contrainte (réponse à court terme). De la même manière, les ET 
peuvent être transcrits sous l’effet du stress et se déplacer dans le génome entrainant un 
remaniement qui affectera ou non l’expression des gènes selon leur lieu d’insertion. 
Cette variabilité génétique sera transmise aux nouvelles générations (effet à long terme). 
Parallèlement à ces inductions indépendantes, l’expression des ET seraient dans la 
majorité des cas induite indirectement. En condition de stress, des gènes de défense sont 
activés par des activateurs de transcription. Or, dans la région régulatrice des ET se 
trouvent des sites de fixation pour ces activateurs de transcription. Il n’est donc pas 
étonnant que les stress induisent aussi la transcription des ET ayant ces sites de fixation. 
Un stress biotique ou abiotique peut réactiver un rétrotransposon Tnt1 chez le tabac, la 
région cis de cet élément contient des régions homologues aux boîtes G et H présentes 
dans les régions régulatrices de plusieurs gènes de défense chez les plantes (Mhiri et 
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al.,1997 ; Grandbastien, 1998 ; Beguiristain et al., 2001). De même, certains ET chez 
Drosophila melanogaster qui répondent au stress thermique contiennent également des 
motifs similaires aux promoteurs de gènes impliqués dans le choc thermique (Lerman et 
al., 2003). Le déplacement des ET dans le génome peut avoir des effets délétères dans le 
cas de mutations mais dans la plupart des cas, les remaniements génétiques sont 
localisés dans l’hétérochromatine ou subissent un contrôle épigénétique. Par ailleurs, le 
stress peut inhiber des mécanismes qui répriment habituellement les ET. 
Chez Drosophila simulans, la température influe sur le taux de transposition du 
rétrotransposonnommé 412 et sur son nombre de copies dans les populations sauvages 
(Vieira et al., 1998). Une fois réactivés, ces éléments peuvent ensuite davantage 
modifier le génome de manière aléatoire pour répondre au stress.Cette variabilité 
transmise à la descendance favoriserait une meilleure adaptation des organismes aux 
changements environnementaux. Les ETsontde plus en plusconsidérés comme 
lesfacteurs majeurs del’évolution et de l’adaptation des génomes, permettant aux 
populationsde s'adapter aux changements environnementaux (Kidwell et Lish, 1997 ; 
Biémont et al., 2006 ; Tenaillon et al., 2010), comme décrit dans la figure 16. 
 
 
Figure 16 : Impact des facteurs de l'environnement sur les éléments transposables 
et le génome (Biémont et Vieira, 2006). 
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Le contrôle épigénétique des ET inhibe la transposition ou rend les ET "silencieux". Les 
principaux mécanismes connus à ce jour sont la méthylation de l’ADN, la dégradation 
des transcrits d’ET etles modifications post-traductionnelles des histones(Rigal et 
Mathieu, 2011). 
Woodcock et al. (1997) ontsuggéré que la méthylation des transposons induite par des 
facteurs environnementaux jouait un rôle important dans leur inactivation. Ce type de 
répression de l’expression des ET se déroule dans le noyau et est transmisaux gamètes 
après la méiose (Vaucheret et Fagard, 2001). Plusieurs études ont mis en évidence le 
contrôle de l’activité des ET par la méthylation de l’ADN chez différents eucaryotes 
(Chandler et Walbot, 1986 ; Banks et al., 1988; Lippman et al., 2003). L’addition de 
groupements méthyles se produit essentiellement au niveau des cytosines de l’ADN des 
eucaryotes (Feng et al., 2010 ; Zemach et al., 2010). 
Chez les plantes et les champignons, ces méthylations sont catalysées par des 
méthyltransférases (MET) guidées par des petites séquences d’ARN de 24 nucléotides 
appelés siRNA (small interfering RNA) (Cao et al., 2003; Matzke et al., 2009). Les 
siRNA peuvent provenir de transcrits d’ET coupés par une RNase III connue sous le 
nom de type Dicer ; ils aussi guident des protéines Argonautes qui clivent et bloquent 
alors la traduction d’ARN messagers cibles (Li et al., 2012). Chez les métazoaires, ce 
sont des Piwi ARN Interférant (piRNA) qui sont impliqués dans le "silencing" des ET. 
Les micro ARN (miRNA) d’une taille de 21 nucléotides résultent également de clivage 
d’ARN catalysés par Dicer ou des enzymes apparentées ; ils s’hybrident par 
appariements de base incomplets à plusieurs sites des ARNm cibles. Les miRNA 
répriment ainsi la traduction. Toutefois, les miRNAs présentent des caractéristiques 
différentes des siRNAs comme leur structure originelle simple brin qui s’organise en 
épingle à cheveux (hairpin). Les TE pourraient être une source de miRNAs impliqués 
dans la régulation des gènes chez les plantes (Li et al., 2012). La régulation des ET 
dépend aussi de diverses modifications post-traductionnelles des histones, la répression 
de la transcription de certains ET est contrôlée par la méthylation de celles-ci. Chez le 
riz, des mutations au niveau des gènes histone-H3K9-méthyltransférases entrainent 
l’activation d’ET (Ding et al., 2007). Le maintien de l’inactivation des ET chez A. 
thaliana semble fortement dépendre des histones déacétylées (Lippman et al., 2003) ; 
toutefois, compte tenu des fortes interactions entre la méthylation de l’ADN et les 
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modifications des histones, il est difficile d’évaluer la contribution de ces deux 
mécanismes sur l’inactivation des ET.  
L’inhibition post-transcriptionnelle se déroule dans le cytosol où les ARN messagers 
sont dégradés, ce type d’inhibition n’est pas transmis à la génération suivante. Chez le 
mutant mut6 de la microalgue verte Chlamydomonas reinhardtii, la quantité de 
transcrits du rétrotransposon LTR TOC1 est trois plus élevée que dans la souche 
sauvage. De plus, l’activité de transposition du transposon Gulliver est augmentée chez 
le mutant. Le gène MUT6 code une protéine similaire aux DEAH-box RNA hélicases 
qui pourraient participer à la dégradation d’ARN aberrants (ARN double brin) produits 
par les transgènes et les ET (Okamoto et Hirochika, 2001 ; Wu-Scharf et al., 2001). Les 
ARN double brin sont coupés par l’enzyme Dicer en petits ARN de 21-22 nucléotides 
qui sont des indicateurs de l’inhibition post-transcriptionelle.  
Ces différents mécanismes, dont les ET sont les principales cibles, sont plus ou moins 
interdépendants et sont spécifiques de certains types cellulaires ou de stades de 
développement (Martinez et Slotkin, 2012). Rigal et Mathieu (2011) ont comparé la 
complexité du contrôle épigénétique des ET à un "mille-feuille". 
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 1.2. Milieu de culture 
Les cultures axéniques d’Amphora acutiuscula sont réalisées dans de l’eau de mer 
artificielle (EMA) à teneur réduite en calcium (0,25 mM CaCl2au lieu de 9 mM) afin de 
limiter l’adhésion des cellules entre elles et aux parois de l’Erlenmeyer (Cooskey, 1981; 
Molino et Wetherbee, 2008). L’EMA est préparée selon le protocole de Harrison et al. 
(1980) à partir de deux solutions de sels minéraux (Annexe 1) qui sont mélangés après 
autoclavage (20 min à 110 °C). A l’issue de l’autoclavage, le milieu de culture est 
stocké en chambre froide à l’abri de la lumière durant quelques jours avant utilisation. 
La salinité de l’EMA est de 3 % et le pH est de 8,2. Les concentrations en cuivre et en 
zinc de l’EMA sont de 0,15 µM et 0,25 µM, respectivement (Harrison et al., 1980). 
L’axénie des cultures est obtenue et entretenue par des traitements antibiotiques et 
antifongiques réguliers (Annexe 2). 
 1.3. Conditions de culture et de stress 
A. acutiuscula est cultivée dans des fioles Erlenmeyer de 500 mL contenant un volume 
de 250 mL de l’EMA appauvrie en calcium. Ces fioles ne sont ni aérées ni agitées 
(culture en batch).Les cultures sont maintenues en conditions contrôlées, sous un 
éclairement de 300 µmol  photons m-2 s-1, une photopériode de 14 h et une température 
de 24 ± 1 °C. La mesure du niveau d’éclairement est effectuée avec une sonde 
quantamétrique 4pi (Walz, Allemagne) immergée dans le milieu de culture et reliée à un 
quantamètre (LiCor, UK). 
 Stress thermiques et métalliques  
Des cultures axéniques d’A. acutiuscula maintenues à 24 °C, ayant chacune une densité 
initiale de 104cellules / mL, ont été soumises à des chocs thermiques au 5ème jour de 
culture, soit en fin en phase exponentielle de croissance (Hermann, 2011). Les cultures 
ont été placées dans un bain thermostaté à 16 ou 32 °C pendant une courte durée (30 
min – 2 h – 5 h – 8 h). Elles n’ont été ni agitées ni aérées pour éviter toute 
contamination.De même, au 5ème jour de culture, pour les stress métalliques, l’EMA a 
été enrichie en cuivre ou en zinc à partir de solutions mères préparées au laboratoire 
(CuCl2 10 mM et ZnCl2 10 mM). Dans ce travail, les concentrations en Cu ajouté (3 
µM) et en Zn ajouté (20 µM) ont été choisies suite à des essais préliminaires qui avaient 
pour but de déterminer une gamme de concentrations affectant la croissance d’Amphora 
acutiuscula sans l’inhiber complètement (Nguyen-Deroche, 2008).  
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2. Croissance d'Amphora acutiuscula 
 2.1. Estimation de la densité cellulaire 
Afin de déterminer la densité cellulaire des cultures de la diatomée A. acutiuscula, les 
cellules sont dénombrées à l’aide de l’hématimètre Neubauer. Avant chaque comptage, 
les cultures de diatomées ont été homogénéisées pendant 10 min à l’aide d’un agitateur 
magnétique. Les cellules d’Amphora ont tendance à s’agglomérer rendant le 
dénombrement difficile (Cooksey, 1981). Pour dissocier les cellules les unes des autres 
(rupture des liaisons hydrogènes au niveau des polysaccharides externes), 1 mL de 
culture homogène a été mélangé avec 1 mL d’acide HCl 6 M dans un microtube. Ce 
mélange a été ensuite agité à l’aide d’un micro-barreau aimanté pendant 10 à 15 min. Le 
calcul de la concentration cellulaire de la culture tient compte de cette dilution. 
Toutes les densités cellulaires sont la moyenne de trois comptages différents, dans la 
zone quadrillée de l’hématimètre de volume 0,1 mm3. 
 2.2. Courbe de croissance 
Les courbes de croissance de la diatomée ont été établies en fonction du temps (jours). 
L’évolution de la densité cellulaire en fonction du temps lors d’une culture en "batch" se 
traduit par une courbe de forme sigmoïdale (Fig. 19). La croissance se déroule en trois 
phases : 
 
Figure 19 : Courbe de croissance théorique des diatomées cultivées en batch en 
fonction du temps. 
- Phase de latence. 
- Phase d’accélération ou phase exponentielle de croissance. 
- Phase plateau où la croissance se stabilise après avoir atteint une densité 
maximale. Cette dernière phase a lieu lorsque la quantité de nutriments disponible 
diminue. Le suivi des cultures a été réalisé pendant 5 à 6 jours jusqu’à obtention de la 
phase plateau. 
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 2.3. Récolte de la biomasse 
A la fin de chacun des stress appliqué, la biomasse d’A. acutiuscula est récoltée par 
centrifugation à 900 g pendant 15 min et à 4 °C avec une accélération et une 
décélération lentes pour éviter l’éclatement des cellules. Le culot cellulaire est récupéré 
dans un tube Falcon de 50 mL. Ce tube est immédiatement immergé dans l’azote liquide 
pendant 10 min avant conservation à -80 °C jusqu'à l’extraction de l’ADN génomique 
ou des ARN totaux. 
3. Activité photosynthétique 
 3.1. Mesures de l’activité photosynthétique par oxymétrie 
 Extraction et dosage de la chlorophylle a 
Le dosage de la Chl a est effectué selon la méthode de Speziale et al. (1984). Un 
volume de 20 mL de culture a été prélevé pour extraire les pigments chlorophylliens. Ce 
volume est filtré sous vide partiel sur un filtre GF/C (Whatman). La biomasse des 
microalgues sur ce filtre peut être conservée à -20 °C. Le filtre est immergé dans 3 mL 
de diméthyl-formamide (DMF) dans une fiole en verre opaque afin d’éviter la photolyse 
des pigments. La fiole est ensuite agitée à l’aide d’un agitateur rotatif à température 
ambiante durant une heure puis 1,5 mL de solution sont centrifugés pendant 5 min à 4 
°C et 10 000 g permettant d’éliminer les débris cellulaires. Les densités optiques (DO) 
du surnageant aux longueurs d’onde de 630 nm, 664 nm et 750 nm sont mesurées. La 
concentration en Chl a est calculée par la formule suivante :   
 
664 750 630 750[11, 47(DO DO ) 0,4(DO DO )].VsChl
Vc
a
− − −
=  
où la concentration en Chl a est obtenue en µgmL-1. DO630, DO664 et DO750 sont 
respectivement les densités optiques mesurées aux longueurs d’onde de 630 nm, 664 nm 
et 750 nm. Vs est le volume de DMF utilisé pour l’extraction (ici 3 mL). Vc est volume 
de culture de microalgues utilisé (ici 20 mL). 
 Mesure de l’intensité photosynthétique 
Dans cette étude, l’intensité photosynthétique (IP) a été mesurée par oxymétrie qui est 
unetechnique facile à mettre en œuvre et qui est couramment utilisée dans notre 
laboratoire. 
 64 
 
L’émission de dioxygène (O2) a été mesurée à l’aide d’un oxymètre composé d’un 
boîtier (Hansatech LTD, UK) de contrôle couplé à une électrode de Clark (Delieu et 
Walker, 1972) ou électrode à oxygène. L’électrode à oxygène est composée d’une 
anode en argent et d’une cathode en platine, recouvertes d’une membrane perméable à 
l’oxygène. Un volume de 1,5 mL de suspension de diatomées prélevé dans la culture est 
placé dans la cellule de mesure(Fig. 20). Cette enceinte de mesure est partiellement 
fermée dans sa partie supérieure par un bouchon traversé par un capillaire réduisant le 
contact avec O2 atmosphérique. La suspension est agitée par un micro-barreau aimanté 
pour maintenir la teneur en O2 homogène dans la cellule de mesure. Les diatomées sont 
maintenues à température constante (température de culture ou de stress) par circulation 
d’eau thermostatée dans la double paroi de la cellule de mesure. L’électrode à oxygène 
est connectée à un micro-galvanomètre qui affiche l’intensité du courant électrique en 
mV, proportionnelle à la concentration d’O2 présent dans la cellule de mesure (1 mg O2 
L-1 correspond à 100 mV).  
 
Figure 20 : Vue éclatée de la cellule de mesure de l’oxymètre. 
 
Avant chaque série de mesures, l’oxymètre est calibré avec de l’azote gazeux (zéro) et 
de l’air ambiant (teneur maximal en O2), à la température désirée (16, 24 ou 32 °C). 
L’évolution de la teneur en O2 dans la cellule de mesure est enregistrée en fonction du 
temps. La pente de la courbe qui en résulte permet de déterminer l’activité 
photosynthétique AP (exprimée en mg O2 L-1 min-1). L’intensité photosynthétique (IP) 
rapportée à un mg de Chl a est ensuite calculée à l’aide de la relation ci-dessous : 
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IP : intensité photosynthétique en µmol O2 h-1 mg-1 Chl a. 
AP : activité photosynthétique en mg O2 L-1min-1.  
[Chl a] : teneur en Chl a (mg L-1). 
32 est la masse molaire de l’oxygène ; 60 : conversion en heure ; 103 : 
conversion des mg en µg d’O2. 
 
 3.2. Mesure de la fluorescence de la chlorophylle a 
  Principe du fluorimètre modulé 
Afin d’étudier la réponse de l’appareil photosynthétique dans les différentes conditions 
expérimentales, les paramètres de la fluorescence chlorophyllienne ont été mesurés par 
fluorimétrie modulée. Cette technique est non intrusive et fournit des informations 
rapides, fiables et reproductibles sur l’appareil photosynthétique et plus particulièrement 
sur le photosystème II (PSII). Les paramètres de fluorescence sont mesurés in vivo 
directement sur la suspension de microalgues et sont le reflet inversé des évènements 
photochimiques qui ont lieu au niveau du PSII. Le principe de la fluorimérie modulée 
repose sur l’utilisation de deux sources de lumière permettant de détecter des variations 
de la fluorescence. 
- La première source lumineuse de faible puissance (n’induisant pas la 
photosynthèse) émise sous forme d’un signal modulé avec une certaine fréquence, 
est utilisée pour mesurer la fluorescence. Cette lumière modulée ou lumière 
analytique est produite par des diodes électroluminescentes bleues (LED). Elle est 
couplée à un récepteur permettant de mesurer et d’enregistrer les variations du 
signal de fluorescence émis par la Chl a. Dans ces conditions, la lumière actinique 
induisant la photosynthèse n’influence pas la détection de la fluorescence. 
- La seconde source est actinique. Son intensité est variable avec plusieurs 
niveaux d’éclairement prédéfinis. Cette source lumineuse est utilisée pour induire 
la photosynthèse et / ou changer l’état du PSII.  
 
 
3AP.60.10IP
32.[Chl ]a=
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 Fluorimètre modulé FMS-1 
Le fluorimètre FMS-1 (Hansatech) a été modifié par Rech et al. (2003) et utilisé avec 
succès pour effectuer des mesures avec des suspensions de microalgues marines peu 
concentrées(Fig. 21). Il est couplé à un ordinateur permettant d’enregistrer les valeurs et 
de calculer les rapports correspondant aux paramètres de fluorescence. La lumière 
modulée estémise par une diode bleue au gallium (Nichia NSPB-500S) pour induire la 
fluorescence quiest ensuite captée par une photodiode réceptrice. La lumière actinique 
est conduite par unefibre optique à l’échantillon placé dans une cuve en verre bi-
miroitée située au croisement desguides optiques des lumières émettrice et réceptrice. 
La lumière actinique active la photosynthèse, l’émission d’un flash de lumière saturante 
permet de fermer tous les centres réactionnels du  PSII et de mesurer la 
fluorescencemaximale. 
L’échantillon est agité par unbarreau aimanté placé dans la cuve pour assurer 
l’homogénéité de la suspension. L’enceintede mesure est thermo-régulée (température 
adaptée à chaque échantillon d’algues : 16 et 32 ± 1 °C pour les stress thermiques ou 24 
°C ± 1 °C pour le témoin). Le logiciel qui pilote le fluorimètre affiche sur l’écran de 
l’ordinateur les paramètres de fluorescence et une zone graphique délivre en temps réel 
les différentes valeurs ou paramètres enregistrés.  
 
Figure 21 : Vue de dessus de l’extension du fluorimètre modifié par Rech et al. 
(2003). 
La lumière émise par ladiode émettrice est conduite à l’enceinte de mesure par le guide faisceau 
émetteur. Le signal defluorescence est capté par la photodiode (photodétecteur) placée à 
l’extrémité du guide faisceau récepteur. Les signauxélectriques sont envoyés et reçus via le 
boîtier de connexion (Rech et al., 2003). 
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 Mesures 
Les suspensions d’algues sont placées dans une cuve bi-miroitée, thermo-régulée et 
agitée au croisement des sources lumineuses. 
Avant chaque mesure, les diatomées sont placées 10 min à l‘obscurité. Pendant cette 
période d’adaptation, tous les centres réactionnels du PS II sont ouverts. L’émission de 
lumière modulée va permettre de mesurer la fluorescence minimale Fo (Fig. 22). Un 
flash saturant de lumière blanche est alors envoyé conduisant à la fermeture des centres 
réactionnels du PSII qui deviennent alors inactifs. La fluorescence maximale Fm peut 
alors être enregistrée. A partir de ces deux paramètres, la fluorescence variable, Fv qui 
correspond à la fraction de l’énergie photonique absorbée convertible en énergie 
chimique, est calculée selon l’équation : Fv = Fm - Fo. Le calcul du rapport Fv/Fm 
correspond alors à une mesure du rendement quantique maximum des réactions 
photochimiques au niveau du PSII. 
 
Figure 22 : Évolution de la fluorescence chlorophyllienne d’une suspension d’A. 
acutiuscula à 24 °C. 
 
La fluorescence minimale Fo est mesurée à l’obscurité. La fluorescence maximale Fm est 
ensuite obtenue après émission d’un flash de lumière saturante. A la lumière, la fluorescence 
stabilisée Fs est mesurée et la fluorescence maximale Fm’ est obtenue à la suite d’un flash 
saturant. Le système couplé à un ordinateur permet de calculer en temps réel le rapport Fv/Fm et 
ΦPSII. 
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L’échantillon est ensuite éclairé pendant 10 min avec de la lumière actinique d’intensité 
300 µmol photons m-2 s-1, la fluorescence de base (Fs) peut être mesurée à la fin de cette 
période d’éclairement. L’émission d’un flash saturant, identique à celui utilisé pour la 
mesure de Fm permet d’obtenir Fm’ (Fig. 22), la fluorescence maximale à la lumière, 
après 10 min d’adaptation à la lumière actinique. Il est alors possible de calculer le 
paramètre ΦPSII, ou rendement quantique effectif du PSII d’après l’équation : ΦPSII = 
(Fm’-Fs)/Fm’. 
4. Analyses statistiques 
Les valeurs moyennes de trois réplicats réalisésdans les mêmes conditions sont 
présentées  avec les écarts types dans les tableaux 15, 16 et 17. D'abord, le logiciel 
Excel a fourni un moyen d’analysestatistique sur la moyenne et  l'écart à la moyenne. 
Puis toutes les données ont été transférées et traitées dans le logiciel statistique R pour 
effectuer d'autres analyses. Les comparaisons entres différents groupesd'échantillons 
sont réalisées par ANOVA (two way analysis ofvariance). La différence entre les 
groupes est statistiquement significative quand les différences des valeurs moyennes 
entre lesgroupes expérimentaux sont plus grandes que les différences obtenues au 
hasard. Le niveaude confiance est donné par la formule 100 x (1 - α) ou 95 % ; où α est 
égal 0,05, c'est-à-direque un vingtième de probabilité d’erreurs est acceptable. 
Autrement dit, le coefficient devariation (p) ne doit pas dépasser 5 %. Une analyse de 
variance ne permet pas d'identifier quelle moyenne particulière est différente des autres. 
On a besoin d'une approche plus formelle pour considérer les échantillons par paires et 
trouver des moyennes qui sont significativement différentes. Le test de HSD Tukey 
(HSD pour Honestly Significant Difference) a été choisi pour effectuer des 
comparaisons multiples. Il effectue un test t séparé pour chaque paire d'échantillons à 
comparer en faisant les ajustements de la p-value.  
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5. Techniques de biologie moléculaire 
 5.1. Extraction des acides nucléiques 
 Extraction d’ADN génomique  
L’ADN génomique d'A. acutiuscula a été extrait selon le protocole modifié de Doyle et 
Doyle (1990)à partir de 250 mL decultures axéniques en phase exponentielle de 
croissance. Les cellules ont été collectées par centrifugation à 900 g avec accélération et 
décélération lente à 4 °C pendant 10 min puis congelées à -80 °C. Le culot cellulaire est 
broyé dans un mortier en présence d’azote liquide. La poudre est récupérée dans un tube 
contenant 5 mL de tampon d’extraction (β- mercaptoéthanol 0,2 %; CTAB 2 %; EDTA 
20 mM, pH 8; NaCl 1,4 M et Tris 100 mM, pH 8) préalablement chauffé à 60 °C. 
L’ensemble est incubé pendant 30 min à 60 °C en retournant doucement le tube de 
temps en temps. Après avoir ajouté 5 mL de chloroforme, le mélange est homogénéisé 
doucement par retournement durant 5 min puis centrifugé pendant 15 min à 8000 g à 4 
°C. La phase aqueuse supérieure est transférée dans un nouveau tube et un volume égal 
d’isopropanol est rajouté afin de précipiter les acides nucléiques. Après une incubation 
de 2 h à -20 °C, le mélange est centrifugé pendant 15 min à 8000 gà 4 °C. Le culot 
d’ADN est récupéré avec un cône de pipette 1000 et subit un lavage dans un tube 
d'Eppendorf contenant 500 µL d’éthanol 70 %. Après centrifugation de 8000 gà 4°C 
pendant 15min et élimination du surnageant, le culot d’ADN est séché sur paillasse à 
l'air libre et repris dans 80 µL de tampon TE (EDTA 1 mM, pH 8 et Tris-HCl 10 mM, 
pH 8). Un traitement final a été réalisé par ajout de 1,5 µL de solution de RNAse (4 
mg/mL). Le tout est mélangé doucement puis placé à 37 °C pendant une heure. Les 
ADN génomiques sont conservés à -20 °C.  
 Extraction des ARN totaux  
L’ensemble du matériel utilisé est traité à l’éthanol 70 % et immergé dans du péroxyde 
d'hydrogène H2O2 à 3 % durant 15 min, suivi de deux rinçages à l’eau DEPC 0,1% 
(diéthyl pyrocarbonate) afin d'éliminer un maximum de ribonucléase (RNase). Le reste 
du matériel (mortier, pilon, spatule) est stérilisé au four Pasteur pendant 3 heures à 180 
°C. Deux protocoles d'extraction ont été utilisés, le premier au TriReagent pour toutes 
les extractions dites de routine et pour les échantillons servant aux transcriptions 
inverses pour vérifier la présence ou l'absence des transcrits, et la deuxième à l'aide d'un 
kit (Sigma) pour tous les échantillons de PCR en temps réel. 
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Les culots cellulaires d'A. acutiuscula sont broyés dans un mortier en présence d’azote 
liquide pour éviter une réactivation des enzymes dégradant les acides nucléiques et 
principalement les ARN. Le broyat est divisé à raison d’environs 50 mg par tubes et 
conservé dans l’azote liquide puis stockés à -80 °C pour de futures extractions. 1 mL de 
Tri Reagent ainsi que 50 µL de bromoanisole (1-bromo-4-méthoxybenzène) sont ajoutés 
au 50 mg de broyat. La solution est homogénéisée au vortex pendant 15 s et placée sur 
glace pendant 15 min. Cette étape permet une dissolution des cellules et la libération des 
acides nucléiques ainsi qu’une dénaturation des ADN à pH acide. Puis une 
centrifugation de 15 min à 4 °C et 12 000 g permet de séparer les débris cellulaires des 
ARN restant en phase aqueuse. Afin de précipiter les ARN, de l'isopropanol est ajouté à 
volume égal à la phase aqueuse et l’ensemble est incubé sur glace durant 10 min et une 
centrifugation à 4 °C et 12 000 g durant 5 min permet d’obtenir un culot d’ARN. Toute 
trace d’isopropanol est éliminée par un lavage à l’éthanol 75 %. Ce dernier est éliminé à 
la suite d’une centrifugation de 5 min à 4 °C et 6 000 g. Le culot d’ARN est séché à l’air 
libre et enfin mis en suspension dans 20 µL d’eau DEPC. Les ARN totaux sont 
finalement conservés à -80 °C pour toute analyse ultérieure. 
La deuxième méthode d'extraction se fait grâce à un kit (Spectrum, Plant Total RNA 
Kit, Sigma). Les microalgues filtrées sont broyées dans un mortier froid avec 1 mL de 
Lysis Solution (pour 100 mg de microalgues). Le tout est incubé 5 min à 56 °C dans un 
microtube puis centrifugé 3 min à 15 000 g à 21 °C (toutes les autres centrifugations se 
feront dans les mêmes conditions) afin d’éliminer les débris cellulaires. Les débris 
résiduels sont filtrés sur une colonne spécifique du kit. Au surnageant sont ajoutés 750 
µL de Binding Solution et le tout est passé à travers la colonne d’accrochage des ARN. 
Un traitement DNase (10 µL de DNase + 70 µL de digestion Buffer, Sigma) est réalisé 
directement sur colonne 15 min à température ambiante. Après lavage, la colonne est 
placée dans un nouveau tube collecteur et 40 µL d’Elution Solution sont ajoutés afin de 
récupérer les ARN en solution. 
 
 5.2. Contrôle des extractions 
La quantité et la qualité de l'ADN génomique et des ARN sont mesurées par densité 
optique à 260 nm (une unité de DO correspondant à 50 µg/mL d’ADN double brin et 40 
µg/mL pour l'ARN) au moyen d’un spectrophotomètre. La pureté des produits 
d’extraction est évaluée  grâce au rapport DO260 / DO280 entre 1,8 et 2 pour l’ADN et 
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autour de 1,6 pour les ARN. Pour cela, 1 µL d’extrait d’acides nucléiques est dilué à 1 
% avec de l’eau ultra pure puis l'absorbance est mesuré à 260 nm (absorbance des 
acides nucléiques) et 280 nm (contamination protéique). 
La présence et la taille des acides nucléiques sont analysées sous UV après 
électrophorèse sur gel d’agarose à 1 % en présence de bromure d’éthidium. Les ARN 
ribosomaux sont majoritaires (~ 80 %) dans les ARN totaux et sont visualisés sous la 
forme de deux bandes principales (28S et 18S). Une "bande" supplémentaire de 
petitetaille indique une dégradation des ARN totaux.  
 
 5.3. Amplification par réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 
 
Pour chaque PCR, un volume final de 25 µL ou 50 µL de milieu réactionnel a été utilisé 
comportant du tampon Taq 1X (Promega, Madison, WI), du MgCl2 2,5 mM, des dNTP 
0,2 mM, de la Taq polymérase à raison de 0,5 U pour 25 µL (Promega, Madison, WI), 
des amorces 1 µM. Pour les PCR sur ADN génomique, 100 à 150 ng d’ADN (pour 25 
µL) ont été utilisés comme matrice. Respectivement 200 ng et 400 ng d’ADNc ont été 
utilisés comme matrice pour rechercher les transcrits. Le programme PCR a suivit le 
modèle suivant, avec des variations de durée d'élongation ou de température 
d'hybridation : 94°C x 3 min, [94 °C 1 min ; Tm hybridation °C 1 min ; 72 °C 30 s] x 40 
cycles ,72 °C x 10 min. L’amplification PCR a été utilisée à des fins diverses : 
• détecter la présence de différents gènes : ménage, marqueurs de stress et éléments 
transposables dans le génome de la diatoméeA. acutiuscula.  
• mettre en évidence la présente de transcrits du gène MLE chez Amphora 
acutiuscula, ainsi que des gènes de réponse aux stress. Cette technique a été 
réalisée avec de l’ADN complémentaire. 
• vérifier l’insertion du gène d’intérêt dans les plasmides des bactéries compétentes 
au cours du clonage. Des PCR sur les ADN plasmidiques ont été réalisées avec les 
amorces situées sur le fragment d'intérêt avec les amorces ayant permis son 
amplification. Les programmes d’amplification varient de 35 à 40 cycles avec une 
dénaturation initiale de 5 min à 94 °C. La température d’hybridation est variable 
selon les amorces utilisées et sont répertoriées (Tab. 1). 
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Tableau 1 : Tableau récapitulatif des couples d'amorces dégénérées ou spécifiques 
des différents gènes étudiés. 
Les amorces MLE5A et MLE3A pour détecter la présence des MLE dans le génome d’A. 
acutiuscula. Les amorces pour mettre en évidence la présence des gènes de ménage (Actine et 
18s) et de leurs transcrits. Les amorces pour mettre en évidence la présence des gènes de 
réponse au stress (MnSOD etHsp70) et leur transcrits. Tm : température d'hybridation des 
amorces. H = A/T/C, R = G/A, Y = T/C, D = G/A/T. 
 
Gène Amorces Séquence (5’ → 3’) Fragment 
amplifié 
Tm 
(°C) 
MLE 
MLE5AM
LE3A 
ATH GAT GAR AAR TGG TTC GCA TTR 
TCY TGY TGD AT 380 pb 47 
AcutFcAc
utRe 
TAC ATT GGC AAA GTG ACG TTC TTGTCC 
TCT CGG TCT GTG TTT CGA T 140 pb 59 
AcutF9ext
AcutR8ext 
ATATCGATGCAATGGATGAACGTTGATTC
TGCTCTCATGTTTGAG 720 pb 55 
AcutF9ext
MLE-stop 
ATATCGATGCAATGGATGAACGTCAATAC
ATCTGATTGAGCTT 900 pb 55 
Actine AaactinFAaactinR 
CCTCATGCCGTCATTCGTCTTGACCTGAC
GGCAACGAAGCAGAGGGATTCC 150 pb 62 
18s RibFRib
R 
GGG GGA GTA TGG TCG CAA GGCTCA 
GTG TAG CGC GCG TGC GGC 370 pb 61 
MnSOD 
F-
SODspR-
SODsp 
ATC TGT CGC CTA ACT CGTAA CTC GTC 
GGT TCC TTC TG 400 pb 48  
Hsp70 
Fhsp70R
hsp70 
CAACGWCAGGCWACCAAGCCATTGGTM
GCCTTKACTTC 200 pb 52 
NFhsp70
NRhsp70 
GGCWACCAAGGATGCTGGRAAGCCTTKA
CTTCAAAYACTCC 190 pb 53 
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 5.4. PCR inverse et reconstruction de séquences 
La PCR inverse (iPCR) permet de connaître les régions flanquantes inconnues d’une 
séquence connue d’ADN. L’ADN génomique est digéré par une ou plusieurs enzymes 
de restriction, puis les fragments sont circularisés et servent de matrice pour une 
réaction de PCR avec des couples d’amorces "dites "sortantes" situées dans la région de 
la séquence connue (Fig. 23). Les amplifications obtenues sont clonées et séquencées, 
permettant de reconnaître les séquences des régions flanquant l’insert sur sa droite et sa 
gauche. 500 ng d'ADNg sont digérés en présence de 5 à 10 U d'enzymes de restriction 
(Tab. 2). La circularisation des produits de digestion est réalisée en présence de 30 µL 
de tampon de réaction et 100 U de T4 DNA Ligase dans un volume final de 150 µL. Le 
mélange est incubé pendant 5 h à 37 °C puis les enzymes sont inactivées à 65 °C 
pendant 10 min. 2 µL de produits circularisés sont utilisés comme matrice pour l'inverse 
PCR (dans les mêmes conditions que celles décrites précédemment) avec différentes 
amorces (Tab. 2 et Fig. 23). 
En parallèle à l'allongement, il convient de vérifier, par PCR "classique", dans les 
mêmes conditions que citées plus haut, les séquences allongées obtenues. Pour cela, des 
amorces dites "entrantes" sont désignées sur les séquences reconstruites (Fig. 24 et Tab. 
3). L'objectif étant ici d'obtenir, sur ADNg, une amplification pleine taille correspondant 
à ce qui a été obtenu par iPCR et mettre en évidence l'ORF, les UTR et ITR. Ces 
amplifications PCR sont ensuite alignées et comparées avec les séquences reconstruites 
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Figure 23 : Allongement d’une séquence connue par PCR inverse. 
 
1) et 2) : l'ADN génomique de la diatomée A. acutiuscula est digéré à l'aide d'une enzyme de 
restriction qui coupe, ici, à l'extérieur de la séquence connue. 3) et 4) : Les produits de digestion 
sont ligués sur eux-mêmes et servent de matrice pour la PCR inverse. 5) : après séquençage, 
l'analyse des séquences permet de localiser les amorces et le site de restriction. C'est au niveau 
de ce site que la séquence est séparée en deux fragments. 6) et 7) : Chaque fragment est alors 
aligné avec la séquence connue : la partie commune entre les fragments et la séquence connue 
permet de vérifier que c'est bien cette dernière qui a servi de matrice à l'allongement de la 
séquence. La partie située au delà de la séquence connue correspond à l'allongement de la 
séquence. Une fois les trois fragments assemblés, nous obtenons une séquence reconstruite. 8) la 
séquence reconstruite est utilisée comme matrice pour définir de nouvelles amorces qui 
serviront à poursuivre l'allongement de la séquence en utilisant la même technique. E↓: 
Localisation du site de restriction enzymatique. Les séquences connues sont indiquées en traits 
pleins. Les séquences inconnues sont indiquées en pointillés. 
  
  
Fig 
 
Tableau 2 : Tableau récapitulatif des enzym
 
Les trois enzymes de restriction (EcoRI,ApaI,Eco
réaction iPCR ainsi que le nom et taille du produit
consensus partielle de type MLE (400 pb). 
Enzyme et site de 
coupure 
Nombre de 
coupure 
EcoRI 
5'...G▼AATT▲C...3'  
0 
AcutR2ext : G
AcutF4ext : T
AcutR2int : C
AcutF4int : T
ApaI 
5'...G▼GGCC▲C...3' 
0 
AcutR5ext : 
AcutF6ext : 
AcutR5int : A
AcutF6int : A
EcoRV 
5'...GAT ATC...3' 
1 
 
AcutR10ext 
AcutF13ext 
Acut10Rint :
AcutF13int :
NspI 
5'...R▼CATG▲Y...3' 
1 
AcutR6ext : 
AcutF8ext : 
AcutR6int : T
AcutF8int : T
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75 
es et amorces utilisées en iPCR. 
RV etNspI) et leur site de coupure sont présentés. Nous avons réc
 PCR séquencé pour la reconstruction des fragments finaux Re-3.1 e
Amorces pour PCR inverse Tm 
CACACAAGAAC (A/G) TCAC(T/C) TTGC 
TGG(C/T) AT(T/A) TGGCCATTTGGA(C/T) ATG 
AAGAAC (A/G) TCAC(T/C) TTGCCAATGTA 
GGCCATTTGGATATGTTGG 
PCR1 : 55°C
 
PCR2 : 55°C
AAGTACTTCGGACTTCCATTCC 
TCAATCACCAGACACAAACATC 
CTTCCATTCCTTACCATATTTGGG 
CACAAACATCAATGATTTGGCATTC 
PCR1 : 55°C
 
PCR2 : 57°C
: TCTCCTACACAGCGCGGTT 
: GTGGATGAAGATGAGATCAAATC 
 AGCGCGGTTGTGCCTCAATT 
 GATCAAATCAAAGAAACATGAGAGAG 
PCR1 : 53°C
 
PCR2 : 55°C
ATGGCATCTAACCATTCTTCATC 
TACATCAAACACAGCTAACTGC 
TCTTCATCATTGTCAGGAATATGGG 
AACTGCGACTGGTCCATCTGGGT 
PCRi : 55°C
 
PCRn : 57°C
 
upéré les amorces pour chaque 
t Re-4.2 à partir de la séquence 
Nom et taille du produit 
PCR séquencé 
 
 
 
 
EcoRIR2F4-1 : 1217 pb 
EcoRIR2F4-2 : 1217 pb 
 
 
 
 
ApaIR5F6-1 : 1982 pb 
ApaIR5F6-2 : 1983 pb 
 
 
 
 
EcoRVR10F13-1 : 727 pb 
EcoRIR10F13-2 : 728 pb 
 
 
 
 
NspIR6F8-1 : 2886 pb 
NspIR6F8-2 : 2886 pb 
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Figure 24 : Schéma récapitulatif des étapes de la reconstruction des séquences MLE chez A. acutiuscula. 
Le fragment partiel de MLE (400 pb) a été détecté par l'utilisation des amorces dégénérées MLE5A et MLE3A. Étape 1 : l'ADNg d'A. acutiuscula est digéré 
par l’enzyme EcoRI qui ne coupe pas le fragment connu de 400 pb. Les amorces AcutR2/AcutF4 sont utilisées pour construire un fragment Re-1 de 1268 pb 
qui contient également le 3ème D de la triade catalytique. Re-1 est le point de départ pour l'iPCR de l'étape 2. Étape 2 : l'ADNg d'A. acutiuscula est digéré par 
l’enzyme ApaI qui ne coupe pas le fragment reconstruit Re-1. Les amorces AcutR5/AcutF6 sont utilisées pour reconstruire deux fragments Re-2.1 (2494 pb) et 
Re-2.2 (1554 bp). Ces fragments partagent une partie identique en région 5' contenant les motifs caractéristiques des MLE et une partie différente en région 3'. 
Étape 3 : l'ADNg d'A. acutiuscula est digéré par l’enzyme EcoRV qui coupe à l'intérieur des Re-2. Les amorces AcutR10/AcutF13 sont utilisées pour allonger 
leur extrémité 5' et permettre de reconstruire les fragments Re-3.1 et Re-3.2. Nous avons réussi à identifier un transposon MLE complet (Aacutmar1-re) dans 
la séquence de Re-3.1 avec ses ITR à chaque extrémité. Étape 4 : l'élongation d'extrémité 3' du Re-3.2 par l'enzyme NspI et les amorces AcutR6 /AcutF8, cela 
a permis d'obtenir le Re-4 (3855 pb).   
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Tableau 3 : Tableau récapitulatif des couples d'amorces utilisés pour vérifier des fragments reconstruits et amplifier les séquences 
contenant ITR, les MLE complets. 
 
Groupe 1 pour vérifier la présence réelle des fragments reconstruits dans le génome A. acutiuscula. Groupe 2et le couple MLE-1/OUT-3' dans le groupe 1 
servent à amplifier les fragments qui contiennent les ITR-5' et 3', respectivement. Groupe 3 composés des amorces spécifiques et dégénérées pour amplifier les 
MLE complets dans le génome A. acutiuscula. Y = C/T, R = A/G, W = A/T. La position des amorces est déterminée à partir de la première base de chaque 
séquence reconstruite finale Re-3.1 et Re-4 (Fig. 25). 
 
Groupe Couple d'amorces Séquence (5' → 3') Position Tm Nom et taille du fragment attendu 
1 
MLE-1  
VRe-2.1 (ou OUT-3') 
ACA CAA ACA TCA ATG ATA TGG CAT TC 1537-1563 
51 MLE1/VRe2.1 : 1085 pb AGAGAC CTG TCA TAT TGA AGG 
 
2591-2611 
MLE-1 
VRe-2.2 
 
B-ATG 
VRe-4 
ACA CAA ACA TCA ATG ATA TGG CAT TC 1537-1563 55 
 
 
56 
MLE1/VRe2.2 : 559 pb 
 
 
BATG/VRe4 : 3303 pb 
TTC GAA TGG AAT GAA AGA GTG TGG 
 
TTG AAC AGA AGG CAA TGA AAA G 
ATCGAGACTTGAAAGCCTTATCG 
2073-2096 
 
419-440 
3741-3753 
2 OUT-5' MLE-2 
AAA TAC GGT GTC GGT GGC AGC 58-78 56 OUT5'/MLE2 : 592 pb CAT CTG TAA AAC TAC CAT GGG GAA GA 624-649 
3 
AcutITR-5' 
AcutITR-3' 
TAC TCC CTC TGG TCC AAA ATT A 274-295 58 
Aacutmar1 : 2130 pb ; Aacutmar2 : 1700 
pb et Aacutmar3 : 1000 pb 
TAC CCC CTC TGG TCC AGA ATT A 2383-2403 
 
AcutITR-C 
 
TAC YCC CTC TGG TCC ARA ATT A 
 
274-295 
 
58 
 
AcutITR-L 
 
TAC YCC CTC TGG TCC ARA ATT AWW CAT CA 
 
274-302 
 
64 
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(A) Fragment reconstruit Re-3.1 qui contient un transposon MLE complet bordé par les deux ITR. (B) Dans le fragment reconstruit Re-4, on n'identifie pas 
l'ITR-3'. Les motifs HTH (Hélice-Tour-Hélice) en noir et NLS (Signal de Localisation Nucléaire) en bleu sont trouvés dans le domaine de liaison à l'ADN. 
Le domaine catalytique est caractérisé par la triade DDD en rouge.  
 
 
 
 
 
Figure 25 : Schéma de l'emplacement des amorces permettant de vérifier la présence réelle des séquences reconstruites dans le génome 
d'A. acutiuscula. 
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 5.5. RT- PCR 
Avant de réaliser une PCR après transcription inverse (Reverse transcriptase-PCR : RT-
PCR), les ARN totaux ont subi un traitement à la DNAse pour éliminer toute trace 
d’ADN génomique contaminant. 1,5 - 2 µg d’ARN sont ajoutés à un mélange 
réactionnel composé de 1 µL de tampon 10 X RQ1 (400 mM Tris-HCl pH 8, 100 mM 
MgSO4, 10 mM CaCl2), et 2 U de DNAse RQ, et le tout est ramené à un volume de 10 
µL avec de l’eau DEPC. Une incubation de 30 min à 37 °C permet d’activer l’enzyme 
DNAse qui est ensuite inhibée par ajout de solution stop RQ1 (20 mM EGTA, pH 8) à 
raison de 1 µL et incubation à 65 °C pendant 10 min. 
La transcription inverse a permis d’obtenir des ADN complémentaires (ADNc) à partir 
des ARN messagers (ARNm) présents dans les ARN totaux. Les ADNc sont ainsi le 
reflet des séquences exprimées dans les cellules. L'ensemble des ARN totaux traités à la 
DNase sont ajoutés à 100 µmol d’amorces oligodT modifié (5’- GCTCGAGC(T)16VN -
3’) et le volume réactionnel est ajusté à 16 µL avec de l’eau DEPC. Une incubation à 70 
°C pendant 5 min permet de dénaturer les ARN, puis le milieu réactionnel est placé sur 
la glace. Aux 16 µL précédents sont ajoutés : 5 µL de tampon de réaction 5X (Tris HCl 
250 mM pH 8,3 ; KCl 375 mM ; MgCl2 15 mM ; DTT 50 mM) ; 1,25 µL de dNTP 
(10mM), 30 U RNAsin® inhibitor (Promega), 200 U de MMLV-RT (Promega). Le 
milieu réactionnel est alors placé 60 min à 42 °C et les ADNc synthétisés sont 
conservés à -20 °C. 
 
 5.6. PCR en temps réel (Q-PCR) 
La technique de PCR en temps réel (ou Q-PCR ou PCR quantitative) est une technique 
qui permet de suivre l’apparition des produits amplifiés en temps réel lors de la phase 
exponentielled’amplification. Parmi les différentes possibilités de marquage par 
fluorescence, le SYBR Green est très couramment utilisé. Il s'agit d'un fluorophore 
s'intercalant entre les doubles brins néoformés de l'ADN et qui va émettre très peu de 
fluorescence lorsqu'il est libre dans le milieu. Une fois fixé, le SYBR Green fluoresce 
fortement à 520 nm lorsqu’il est excité à 497 nm. La fluorescence est mesurée à la fin 
de chaque étape d’élongation de chaque cycle, l’augmentation de fluorescence traduit 
donc la formation d’amplicons. Toutefois, le SYBR Green s'intercalant entre tous les 
doubles brins, il y a un risque de détecter des dimères d’amorces ou une amplification 
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non spécifique. La spécificité des couples d’amorces utilisés est contrôlée en fin de 
cycle d'amplification grâce à une courbe de dissociation traduisant la diminution de la 
fluorescence en fonction de l’augmentation de la température. Sur cette courbe de 
fusion, les amplifications non-spécifiques et les dimères d'amorces apparaissent aussi.  
La quantification d’un échantillon par PCR en temps réel, que ce soit pour le niveau 
d'expression ou pour le nombre de copies d'un gène, s’effectue en déterminant le cycle 
seuil ou "cycle threshold" (Ct) à partir duquel le nombre de cycles PCR permet d'obtenir 
une fluorescence du produit d'amplification distincte du bruit de fond. Ce paramètre est 
bien souvent fixé par l'appareil lui même. Le Ct est inversement proportionnel au 
logarithme de base 2 du nombre de copies initiales dans le milieu réactionnel. Donc, 
plus le Ct d’un échantillon sera faible et plus son nombre de copies initiales sera élevé. 
Pendant longtemps cette expérimentation reposait sur deux types de quantification. 
D'une part, la quantification absolue s'appuyant  sur des gammes étalons de dilutions, 
notamment de plasmides ou d'ADNc, permettant de déterminer le nombre de copies 
initiales et l'expression du gène cible et d'autre part, la quantification relative permettant 
de comparer l’expression d’un gène cible par rapport à un gène de référence ou gène de 
"ménage". Actuellement ces deux types de quantification sont réalisés conjointement. 
 Quantification du niveau d'expression des transcrits 
Des couples d'amorces ont été déterminés sur les gènes d'actine β, 18S, shsp20 et de 
MLE de Amphora acutiuscula et des amorces spécifiques de Phaeodactylum 
tricornutum ont été utilisées pour rechercher puis quantifier l'expression des gènes RPS, 
actine 12 et ubiquitine (Siaut el al., 2007 ; mémoire Master 2 : S. Thiriet-Rupert, 2013) 
(Tab. 4). Le kit GoTaq QPCR Master Mix (Promega) a été utilisé. Aux 6,7 µL d'ADNc 
(issus des ARN extraits des cultures stressées) sont ajoutés : 7,55 µL de master mix 
(SYBR® Green, dNTPs, MgCl2 et l'enzyme, la GoTaq® polymérase), 0,1 (Actine et 
18S) à 0,8 µM de chaque amorce et 0,15 µL de CXR (carboxy-X-rhodamine) pour 
compenser les variations de fluorescence entre les différents puits pendant la Q-PCR, 
selon les recommandations du fournisseur.  
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Tableau 4 : Tableau récapitulatif des gènes étudiés et leurs amorces pour la Q-PCR. 
 
Gène Amorces Séquence 
Ubiquitine AacutUbifw CGA CAA CGT CAA GAC CAA GAT TC AacutUbirv CCA TCT TCC AGC TGC TTT CC 
RPS AacutRPSfw CCG TCG TGG AAC AAC AAA TAG TC AacutRPSrv CTT CGA CAA AGG CAC CAT AGG 
Actine 12 AacutActin12fw CGG AAG CGT ACA AGG  AAA GG AacutActin12rv CGA GAG CGT ATG ACG CAA ATC ATG 
Actine β QPCRAacutActinbF CTT GCC GGT CGC GAT CT QPCRAacutActinbR CGT TCA GCC GTA GTG GTC AA 
18S QPCRAacut18SF AAA ATT GGA CCA CAG GGA ACA C QPCRAacut18SR CCA GCA GCC GCG GTA AT 
sHsp20 QHSPAmpfw CAT TAA CGA ACC AAC TGC CGC QHSPAmprv CAC ATC AAA TGT ACC ACC ACC AAG 
MLE 
AcutimarF1 AAA GTG ATG TTC TTG TGT GC 
AcutimarR1 CCA ACA TAT CCA AAT GGC CAA AT 
AcutimarF2 AAG GTG ATG TTC TTG TGT GC 
AcutimarR2 CCA ACA TGT CCA AAT GGC CAA AT 
AcutimarFdeg AAR GTG ATG TTC TTG TGT GC 
AcutimarRdeg CCA ACA TRT CCA AAT GGC CAA AT 
 
Cependant, avant toute analyse avec le SYBR green, il convient de vérifier qu'un seul 
fragment est amplifié. Pour cela, une courbe dite de dissociation (cycle d'augmentation 
de température, +0,3 °C toutes les 15 secondes de 60 °C à 95 °C) est effectuée pour 
chaque échantillon à la fin du programme d'amplification. Si un seul pic est observé, 
alors un seul fragment est amplifié. Il convient de vérifier que la température de 
dissociation déterminée est bien spécifique du fragment à amplifier. Ensuite, une courbe 
standard (logarithme de la concentration de la matrice en fonction des valeurs de Ct) est 
réalisée afin de déterminer l’efficacité des amorces utilisées. Une amplification est donc 
réalisée sur une gamme de dilutions d’ADNc (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128). 
L’efficacité est calculée grâce à la pente de la droite obtenue et doit être comprise entre 
85 % et  115 %. Le R² doit, quant à lui, être supérieur à 0,98. 
Par la suite, chaque gène sélectionné (gène de ménage ou d'intérêt) a été amplifié sur 
des ADNc, obtenus à partir de cultures stressées, et dilués au ½, excepté le gène de la 
sous unité ribosomale 18S dont les transcrits sont toujours plus abondants. Dans ce cas, 
les ADNc ont été dilués au 1/128. Les ADNc dilués sont amplifiés dans les mêmes 
conditions que précédemment. Les contrôle(s) endogène(s) appelé(s) "gène(s) de 
ménage" ou gène(s) de référence, permettent de calibrer les données en corrigeant l'effet 
des variations de la quantité initiale d'ARN ou encore l'efficacité de l'étape de 
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transcription inverse. L’utilisation d’au moins 3 gènes de ménage pour normaliser 
l’expression relative est maintenant très fortement recommandée (Vandesompele et al., 
2009). Ceux-ci sont sélectionnés en utilisant le logiciel BestKeeper (Pfaffl et al., 2004). 
Le calcul d’écart type à partir des valeurs de Ct et de coefficients de corrélation entre les 
gènes de ménage utilisés permet cette sélection. Le calcul des expressions relatives (ER) 
des gènes d’intérêt par rapport aux gènes de ménage est basé sur la méthode de 
comparaison des Ct et déterminé par la formule suivante : 
 
ER =
(1 + E du gène d′intérêt)   !   "é#$#
(1 + E du calibrateur)   !   "é#$#
 
Lorsque le résultat est supérieur à 1, il indique le niveau de surexpression du gène 
d’intérêt comparativement au calibrateur et, lorsqu’il est inférieur à un, le rapport 1/ER 
donne le niveau de sous-expression. 
 Quantification du nombre de copies de MLE dans le génome d'A. 
acutiuscula 
La PCR en temps réel est également une technique permettant de déterminer le nombre 
de copies d’un gène dans le génome d’un organisme. Elle a été utilisée tant chez les 
animaux (Ballester et al., 2004), que chez les végétaux (Mason et al., 2002) ou encore 
chez les champignons (Schnerr et al., 2001) et notamment dans le cas du nombre de 
copies de transposons (Kolacsek et al., 2011).  
Pour cela, la matrice utilisée n’est pas de l’ADNc mais de l’ADN génomique. La 
fluorescence obtenue lors de l’amplification du gène ciblé étant proportionnelle au 
nombre de copies de ce gène, celui-ci est ensuite calculable en utilisant un calibrateur. 
Ce calibrateur peut être un gène présent en une seule copie dans le génome étudié 
(Shepherd et al., 2009) ou bien une solution contenant un nombre connu de plasmide 
(Caprioara-Buda et al., 2012). Dans notre cas, ces plasmides portent un insert 
correspondant à un fragment de 96 pb du gène d’intérêt (transposase de MLE) et la 
solution de plasmides purifiée est dosée selon la méthode de Whelan (2003). La Q-PCR 
a été faite sur le plasmide dilué et l’efficacité des amorces AcutimarF1/R1 (5' - 
AAAGTGATGTTCTTGTGTG-3' et 5'- CCAACATATCCAAATGGCCAAAT-3') sur 
ADNg a été déterminée à partir d’une gamme de dilutions (1/40, 1/80, 1/160, 1/320 et 
1/640). 
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Le nombre de copies dans l’échantillon est déterminé ensuite suivant les instructions de 
Eagle et Crease (2012), c'est-à-dire en utilisant la méthode du ∆Ct mais avec la 
correction par la PAE (Percentile amplification efficiency) de Yuan et al. (2008). Le 
nombre de copies correspond donc à 2 –∆Ct où :  
 
∆Ct = +Ct,-. / 0123  x PAE,-. / 01237 − (Ct,-. / 9/: / x PAE,-. / 9/: /) 
PAE =
ln (AE)
ln (2)
   et  AE = 10!=/9 #  
Le nombre obtenu correspond alors au nombre de copies dans l’extrait d’ADN obtenu à 
partir de nombreuses diatomées. Il faut donc diviser ce résultat par le nombre de cellules 
utilisées pour l’extraction d’ADN. On obtient alors le nombre de copies de MLE par 
cellule et donc dans le génome de la diatomée Amphora acutiuscula NCC216. 
 5.7. Southern blot 
Huit µg d’ADNg sont digérés grâce à 40 U d’enzyme HindIII en présence de tampon 
spécifique 1X de ces enzymes dans 300 µL d’eau stérile. Le mélange est incubé une 
nuit à 37 °C. Vingt microlitres de ces produits de digestion sont déposés sur un gel 
d’agarose 1 % afin de vérifier la qualité de la digestion de l’ADN. Aux 280 µL restants, 
sont ajoutés 3 volumes d’éthanol 100 % et 1/10 de volume d’acétate de sodium 3 M et 
le tout est incubé 1 h à - 20 °C puis centrifugé 20 min à 4 °C et 12000g. Le culot séché à 
l’air est repris dans 50 µL de TE puis déposé sur un gel d’agarose 0,8 %. Une migration 
de 3 h est effectuée à 90 V avant de visualiser la digestion sous UV.  
Le gel est rincé 1 min à l’eau ultra pure puis incubé 20 min dans le tampon de 
dépurination (HCl 0,25 N) afin de faciliter le transfert sur la membrane. Entre deux 
tampons différents, le gel est lavé 10 min dans l’eau ultra pure. Trois bains de 15 min 
dans du tampon de dénaturation (NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 N) sont effectués. Ce 
traitement permet d'hydrolyser l'ADN dépuriné et d'obtenir des fragments plus courts. 
Puis le gel est incubé 3 fois 15 min dans un tampon de neutralisation (NaCl 1,5 M, Tris 
1 M pH 7,4). Enfin, le gel, une membrane de nylon (Amersham) et deux papiers 
Whatman sont incubés 10 min dans le tampon de transfert SSC 10X (NaCl 1,5 M, Tris 
Sodium Citrate150 mM). Le transfert de l'ADN sur la membrane (Fig. 26) se fait par 
capillarité pendant une nuit.L'ADN est ensuite fixé sur la membrane de nylon 
(Amersham) par cuisson pendant 1h30 minutes à 80 °C. 
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Figure 26 : Schéma du principe du transfert d’ADN sur membrane par Southern 
blot. 
 
Les sondes radiomarquées au [α P32] dATP sont réalisées grâce au kit "Prime a Gene 
Labelling System" (Promega) à partir de fragments séquencés de 400 pb obtenus avec 
les amorces MLE (Feschotte et Wessler, 2002). Les sondes sont dénaturées et incubées 
en présence de Random primer, de radioactivité et de l'enzyme Klenow qui permet la 
synthèse de nouveaux brins radiomarqués. La préhybridation et l'hybridation de la 
membrane sont réalisées à 65 °C selon les conditions de Sambrook et al. (1989). 
La membrane est placée dans une cassette permettant l’amplification des rayonnements, 
recouverte par un film photo et placée à -80 °C durant 15 jours. Puis le film est révélé 
par un passage successif dans un bain révélateur (Kodak), un bain d’eau et enfin un bain 
de fixateur (Kodak). 
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 5.8. Clonage de fragments d’ADN 
  Production de bactéries chimio-compétentes 
La souche bactérienne Escherichia coli DH5α est rendue compétente à l’aide du 
protocole suivant. A partir d’une souche de bactérie, conservée dans le glycérol, une 
pré-culture est réalisée à 37 °C sous agitation pendant une nuit dans 3 mL de milieu 
SOB (Tryptone 2%, extrait de levure 0,5%, NaCl 10 mM, KCl 2,5 mM, MgCl2 10 mM, 
MgSO4 10 mM). 1 mL de cette pré-culture sert d'inoculum pour ensemencer 100 mL de 
milieu SOB qui est mis à incuber à 37 °C sous agitation jusqu’à l’obtention d’une 
absorbance égale à 0,5 à 600 nm. Après une incubation de 10 min sur glace, la culture 
est centrifugée 20 min à 3 000 rpm à 4 °C. Le culot bactérien est mis en suspension 
dans 20 mL de solution froide pour bactéries compétentes (CaCl2 80 mM, MnCl2 20 
mM, MgCl2 10 mM, acétate de potassium 10 mM, glycérol 10%, pH 6,4 ; filtrée  sur 0,2 
µm (Hanahan et Bloom, 1996). Après une incubation de 30 min sur glace, le tout est 
centrifugé pendant 10 min à 3000 rpm à 4 °C. Le culot bactérien est doucement remis 
en suspension dans 3 mL de solution froide avec un cône de pipette 1000 coupé sans 
faire "mousser", puis incubé 10 min sur glace, avant d’être répartis en volumes de 100 
µL et immédiatement stockés à -80 °Cpendant3 mois (durée maximale de compétence).  
Le contrôle de l'efficacité de la transformation (compétence des bactéries) est réalisé 
avec le plasmide pUC19 Invitrogene à 10 pg/µL. L'obtention de 106 à 108 bactéries 
transformées par µg ADN plasmidique permet de considérer que les bactéries sont bien 
compétentes. 
 Élution des fragments d’ADN à partir d’un gel d’agarose  
Les fragments d’ADN sont séparés et visualisés parallèlement aux marqueurs de taille 
par électrophorèse sur gel d’agarose 1 % et 0,5 % BET (Bromure d’éthidium), ce qui 
permet de déterminer la taille relative des fragments obtenus. Les amplifications d'ADN 
sont récupérées en coupant directement le gel, qui pourra être conservé à -20 °C si 
besoin. L'ADN est ensuite extrait du gel en utilisant le kit d’extraction "Wizard® SV Gel 
and PCR Clean-Up System" (Promega) selon les instructions du fournisseur. Ce kit 
permet de purifier des fragments de tailles comprises entre 100 pb et 10 Kb par 
accrochage sur membrane et centrifugation. Après un lavage rapide, l’ADN est élué à 
l’aide au moins 30 µL d’eau ultra pure et stocké à -20 °C ou prêt pour d’autres 
applications. 
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 Ligation des produits d’élution dans le vecteur pGEM®-T Easy  
Les fragments d’ADN purifiés ont été intégrés dans des plasmides pGEM®-T Easy 
(Promega) (Fig. 27) à l’aide de la T4 DNA ligase. Ce vecteur de clonage de 3015 pb 
possède un gène de résistance à l’ampicilline pour la sélection des bactéries. Il est 
fournit sous forme ouverte et additionné de thymidine aux extrémités 3' terminales. Les 
séquences d’intérêt sont insérées à l’intérieur de son site de clonage situé dans le gène 
LacZ. Ce vecteur contient de nombreux sites de restriction permettant l’extraction de 
l’insert par digestion. Il contient aussi les promoteurs pour les ARN polymérases T7 et 
SP6 et une origine de réplication du phage f1, pour la préparation d'ADN simple brin, et 
une origine de réplication procaryote.  
 
Figure 27 : Schéma du vecteur pGEM®-T Easy. 
 
Le protocole de ligation basé sur les instructions du fournisseur est le suivant. Le 
mélange réactionnel de ligation est composé de 1-3 µL de produit PCR purifié ; tampon 
de ligation 2X (Tris-HCl 60 mM ; MgCl2 20 mM ; DTT 20 mM ; ATP 2 mM et 
polyéthylène glycol 10% ; pH 7,8), 3 U d’enzyme T4 DNA Ligase , 50 ng vecteur 
pGEM®-T Easy . Le volume réactionnel est finalement complété à 10 µL avec de l’eau 
ultra pure à la suite d’un mélange par micropipette. La ligation est réalisée pendant une 
nuit à 4 °C. Lors de l'étape de ligation, le vecteur pGEM®-T Easy est refermé. 
 
 Transformation et sélection bactérienne 
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Les plasmides recombinés sont introduits dans des bactéries chimio-compétentes 
permettant le clonage du plasmide et donc du fragment d’intérêt par multiplication 
bactérienne. Le produit de ligation (10 µL) est inoculé dans 50 µL de suspension de 
bactéries chimio-compétentes. Une incubation de 30 min sur glace et un choc thermique 
à 42 °C pendant 45 – 50 s au bain-marie permettent la transformation par intégration 
des plasmides dans les bactéries. Celles-ci sont ensuite placées durant 2 min sur glace 
pour restaurer la rigidité de la paroi bactérienne. Les bactéries sont mises en culture 
dans du milieu de LB (Luria Bertani) liquide (Tryptone 10 g/L ; extrait de levure 5 g/L ; 
NaCl 5 g/L; pH 7,5) à 37 °C à l'horizontale sous agitation douce à 160 rpm. Après 
centrifugation pendant 5 min à 900 g, les culots bactériens sont remis en suspension de 
manière homogène dans le milieu de culture à l’aide de la micropipette puis stérilement 
étalées, avec des billes de verre, sur les boîtes de Pétri contenant un milieu LB solide 
auquel sont ajoutés du X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside) à 
2 %, de l’IPTG (Isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside) à 20 mg/mL et de 
l’ampicilline à 100 µg/mL. Les boites de Pétri sont mises dans l’étuve à 37 °C toute la 
nuit. Elles sont finalement placées à 4 °C pour stopper la croissance bactérienne toute 
en préservant leur viabilité. 
La présence d’un antibiotique Ampicilline 100 µg/mL dans l’agar va empêcher les 
bactéries sans plasmide (non-transformées) de se multiplier. Les colonies bactériennes 
ayant intégré le fragment d’intérêt sont discriminées par criblage blanc ou bleu. Les 
colonies bleues sont non-recombinantes, le gène lacZ est actif et produit l'enzyme β-
galactosidase hydrolysant le X-gal avec formation d’un précipité bleu. Au contraire, les 
colonies blanches sont recombinantes et présentent une inactivation du gène lacZ 
indiquant que la protéine n'est plus synthétisée.  
 Extraction d’ADN plasmidique  
Après la mise en culture d’une colonie bactérienne sélectionnée dans 3 mL de LB 
liquide additionné d’Ampicilline 100 µg/mL durant une nuit à 37 °C, la purification 
d’ADN plasmidique est réalisée à l’aide du kit Wizard®Plus SV Minipreps DNA 
Purification System (Promega). Le protocole d’extraction utilisé est le suivant. Deux 
mL de culture bactérienne sélectionnée sont centrifugés pendant 5 min à 900 g et à 
température ambiante, le culot est repris dans 250 µL de solution de resuspension. 
Après avoir doucement agité, 250 µL de solution de lyse cellulaire sont ajoutés puis 10 
µL de solution alcaline de protéase sont additionnés. L’ensemble est homogénéisé au 
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vortex et incubé pendant 5 min à température ambiante. 350 µL de solution de 
neutralisation sont ajoutés et une centrifugation de 10 min à la vitesse maximale permet 
de séparer le surnageant des débris cellulaires. Le surnageant contenant les plasmides 
clonés est filtré sur mini-colonne. Après filtration, le culot est purifié deux fois grâce à 
la solution de lavage. Les plasmides sont élués avec 50 µL d’eau ultra pure à 
température ambiante. La présence de l’insert est vérifiée par PCR et la concentration 
de plasmides extraits est estimé par mesure de la densité optique 260 nm, puis les 
plasmides sont envoyés au  séquençage  ou stockés à -20 °C. 
 5.9. Séquençage des fragments d’intérêt 
Les plasmides contenant le fragment d’intérêt, ou du moins un fragment à la taille 
attendue, ont été séquencés par la Société Cogenics Beckman Coulter Genomics (https : 
//www.cogenicsonline.com). Les amorces utilisées sont SP6 et T7 qui s'hybrident aux 
régions bordant l’insert cloné dans le vecteur pGEM-T Easy. Pour des séquences ayant 
une taille supérieure à 600 pb, quelques amorces supplémentaires sont désignées sur la 
séquence connue pour avoir de meilleurs séquençages. 
 5.10. Bioinformatique 
Les séquences nucléotidiques ont été comparées entre elles par alignement à l’aide du 
logiciel de bioinformatique ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). 
Les identifications de séquences, notamment les gènes MLE,ont été réalisées avecNCBI 
BLAST(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?). Aprèsla traductionde la séquence 
nucléotidiqueen séquences d'acidesaminés, des motifsHTH ontétémis en évidenceen 
utilisant un logiciel de prédiction de motifs : http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_hth.html. Des structures du signal de 
localisation nucléaire (SLN) sont prédites par le logiciel NLS Mapper (http://nls-
mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi). La boîte TATA est identifiée par 
le logiciel  HCtata: Hamming-Clustering Method for TATA Signal Prediction in 
Eukaryotic Genes (http://zeus2.itb.cnr.it/~webgene/wwwHC_tata.html). Le pourcentage 
en GC dans les MLE et les ORF sont comptés sur le site : 
http://www.encorbio.com/protocols/Nuc-MW.htm. Le pourcentage en GC en troisième 
position dans l'ORF est réalisé avec le logiciel statistique R. 
Afin de détecter des transposons complets, les ITR ont été recherchés dans les 
séquences reconstruites. Cette recherche a été réalisée en collaboration avec J-D 
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Rouault du laboratoire Évolution, Génomes et Spéciation IDEEV CNRS A9034 de Gif-
sur-Yvette. JD Rouault a développé un algorithme de recherche des ITR en se basant 
sur la localisation de TSD potentiels. Pour cela, toutes les occurrences de dinucléotide 
TA (TSD pour MLE) situées dans une zone comprise entre 0 et 1000 pb en amont du 
gène de la transposase ont été comparées à une zone de taille identique située après 
l’ORF. Ainsi, ont été alignées toutes les séquences de20 nucléotides localisées juste 
derrière un premierTA avec celles de 20 nucléotides se trouvant immédiatement en 
avant d’un second TA. Pour chaque couple de séquences répertoriées, le nombre de 
différences a été compté. Si ce nombre estinférieurà un seuilfixe prédéfini, par exemple 
0, 2 ou 4, les deux TAetleursséquencesassociées ont été extraites etconsidérés 
commedes TSD et des ITR potentiels (Fig. 28). Le passage du statut de ITR potentiel à 
définitif est empirique et statistique, quand on a trouvé plusieurs couples de ITR 
identiques ou très proches encadrant des ORFs quasi identiques. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 28 : Schéma de la démarche informatique simplifiée pour détecter les ITR. 
 
A) Tous les dinucléotides TA situés entre 0 et 1000 pb en amont et en aval du gène de la 
transposase ont été recensés. B) Toutes les séquences de 20 nucléotides situées après le TA 
(flèche 1) et celles situées avant le TA (flèche 2) ont été recensées.  
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6. Phylogénie 
 6.1. Matériel moléculaire 
Cinquante cinq séquences de gènes complets codant une transposase appartenant à la 
superfamille Tc1-marineront été collectées à partir de la banque de données GenBank. 
Parmi la famille Tc1, nous avons choisi des représentants bien identifiés tels que Minos, 
impala, paris, Topi, tana1, tana2 et Tc1 qui ont tous une structure de type DD34E. Dans 
la famille mariner, au moins deux représentants de chaque sous-famille ont été ajoutés 
au jeu de données qui se compose des groupes suivants DD34D, DD37D, DD39D, 
DD41D, DD45D (Tab. 5). Dans le groupe DD34D, deux à trois éléments ont été 
sélectionnésdans chaque infragroupe:elegans, cecropia, mellifera, mauritiana, 
marmoratus, irritans. Pour les éléments DD39D ou "plant mariner", qui apparaissent 
comme les plus proches des séquences MLEd’A. acutiusculad’après les alignements 
avec les bases de données, toutes les séquences complètes de transposases connues ont 
été utilisées.  
 6.2. Méthode de phylogénie 
Toutes les séquences du jeu de données créé pour l’analyse phylogénétique ont été 
traduitesen acides aminés et alignées à l'aide du logiciel ClustatW2 sur le site EMBL-
EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). L’alignement multiple qui en résulte 
a été amélioré manuellement dans le logiciel BioEdit version 7.1 (Hall, 1999) afin 
d’optimiser l’alignement sur la base desmotifs conservés tels que ceux de la triade 
catalytique. L'alignement de 744acides aminés produits a été phylogénétiquement 
analysé par Inférence Bayésienne (IB) qui correspond à la meilleure méthode 
permettant d’analyser le jeu de données contenant des séquences présentant des 
structures différentes. LemodèleWAG+Ga été sélectionné pour expliquer la distribution 
des données. Ce modèle est le meilleurselon le critèreAIC par ProtTest version 2.4 
(http://darwin.uvigo.es/software/prottest2_server.html). Ensuite, le modèleWAG+G a 
étéimplémenté dans le logiciel MrBayes 3.1 (Ronquist et Huelsenbeck2003) utilisant 
l’inférence bayésienne. L’analyse phylogénétique et la construction de l’arbre ont été 
réalisées trois fois afin de vérifier la cohérence des arbres produits. Pour chaque 
analyse, deux séries (runs) ont étéeffectuées parallèlement, en vérifiant la valeur du 
PSRFqui, lorsqu’il est proche de 1, indique que les deuxsériessont convergentes après 
500 000générations. Après élimination de 25%du bruit de fond, nous avons présenté 
l'arbre consensus en indiquant lesvaleurs de probabilité postérieure supérieures à 50% 
grâce au logicielMEGA4version 4.0(Tamura et al. 2007). 
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Tableau 5 : Tableau récapitulatif des ET complets de la superfamille Tc1-mariner et ITm utilisés pour l'étude phylogénétique. 
 
 
Elément Numéro d'accession Triade catalytique Espèce Référence 
IT
m
 Ag1 AF378002 DD37E Anopheles gambiae 
 
Shao et Tu, 2001 
Aa1 AF377999 DD37E Ochlerotatus atropalpus 
 
Shao et Tu, 2001 
Tc
1-
lik
e 
Tc1  P03934 
 
DD34E Caenorhabditis elegans 
 
Rosenzweig et al., 1983 
Paris AAA88882 DD34E Drosophila virilis 
 
Petrov et al., 1995 
Minos Q24397 DD34E Drosophila hydei 
 
FranzetSavakis, 1991  
Topi1 AAD03792 DD34E Anopheles gambiae  
 
Grossman et al., 1999 
Impala AAB33090 DD34E Fusarium oxysporum f. sp. melonis 
 
Langin et al., 1995 
Tana1 JX889426 DD38E Acipenser naccarii 
 
Pujolar et al., 2013 
Tana2 JX889427 DD38E Acipenser naccarii 
 
Pujolar et al., 2013 
LE
 
ch
ez
 
a
n
im
a
u
x
 
m
a
u
ri
tia
n
a
 
Mos1 X78906 DD34D Drosophila mauritiana 
 
Medhora et al., 1991 
Mbmar1 AF465247 
 
DD34D Mamestra brassicae 
 
Mandrioli, 2003 
Dteismar1 AAC28261 DD34D Drosophila teissieri 
 
Brunet et al., 1996 
ir
rit
a
n
s 
Himar2 
 
U11641 DD34D Haematobia irritans 
 
Robertson et Lampe, 1995 
Mpmar1 
 
U11649 DD34D Mantispa pulchella 
 
Robertson et Lampe, 1995 
Cpmar1 
 
L06041 DD34D Chrysoperla plorabunda  
 
Robertson  et al., 1992 
Hsmar2 U49974 
 
DD34D Homo sapiens  
 
Robertson et Martos, 1997 
m
el
life
ra
 
Ammar1 
 
AAO12861 DD34D Apis mellifera  
 
Unpublished 
 Ccmar2 
 
AY155493 DD34D Ceratitis capitata  
 
Gomulski et al., 1997 
Ccmar1 
 
AAB17945 DD34D Ceratitis capitata  
 
Gomulski et al., 1997 
Famar1 AY155492 DD34D Forficula auricularia  
 
Lampe et al., 2003 
 Cemar1 
 
BAB86288 DD34D Apis cerana  
 
Sumitani et al., 2002 
ce
cr
o
pi
a
 
Fsmar1 
 
BAB32436 DD34D Fungia sp. Kusabiraishi 
 
Nakajima et al., 2002 
Dtmar1 CAA50801 DD34D Girardia tigrina 
 
Garcia-Fernàndez et al., 1993 
Bmmar2 BAA23532 DD34D Bombyx mori  
 
Tomita et al., 1997 
Hsmar1 
 
U52077 
 
DD34D Homo sapiens Robertson et Zumpano, 1997 
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Pacmmarcon CAJ76984 DD34D Pachygrapsus marmoratus  
 
Bui et al., 2008 
Porpmarcons CAP20050 DD34D Portunus pelagicus  
 
Bui et al., 2008 
m
o
ri MhmaT1 AEO90418 DD37D Misgolas hubbardi 
 
Unpublished 
Bmmar1 AAB47739 DD37D Bombyx mori  
 
Robertson et Asplund, 1996  
él
ég
a
n
t Cemar1 AC024800 
 
DD34D Caenorhabditis elegans 
 
C. elegans Sequencing Consortium 
Cemar5 AF024498 
 
DD34D Caenorhabditis elegans 
 
C. elegans Sequencing Consortium 
ro
sa
 Crosa6 AAK61417 DD41D Ceratitis rosa  
 
Gomulski et al., 2001 
Tcp32 Z95154 DD41D Cydia pomonella granulovirus  
 
Jehle et al., 1998 
M
LE
 
ch
ez
 
le
s 
pl
a
n
te
s 
Cb1 
 
HM101510 DD39D Chimonobambusa marmorea 
 
Zhou et al., 2011 
Mb469 HM101514 
 
DD39D Melocanna baccifera Zhou et al., 2011 
Ba469 HM101501 
 
DD39D Bambusa bambos 
(arundinacea) 
Zhou et al., 2011 
Ss460 
 
HM101490 
 
DD39D Sasa sinica Zhou et al., 2011 
Oa499 
 
HM101496 
 
DD39D Otatea acuminata Zhou et al., 2011 
Ca499 
 
HM101511 DD39D Chusquea coronalis Zhou et al., 2011 
Osmar1 
 
AF172282 DD39D Oryza sativa Tarchini et al. 2000 
Psmar1A 
 
AY833549 
 
DD39D Pisum sativum  
 
Macas et al., 2005 
Soymar1 
 
AF078934 DD39D Glycine max Jarvick et Lark, 1998 
mth2 
 
AC137603 DD39D Medicago truncatula 
 
Unpublished 
Vulmar1 
 
AJ556159 DD39D Beta vulgaris Jacobs et al. 2004 
Atmar1 
 
AF262043 DD39D Arabidopsis thaliana The A. thaliana Genome Sequencing 
Project Unpublished 
m
a
rin
er
 
ch
ez
 
le
s 
pr
o
tis
te
s Costa 
 
JX013907 DD39D Pseudo-nitzschia multiseries Unpublished 
B10 
 
DD39D Phytophthora infestans Supercontig 1.10 from the genome available on 
http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/phyto
phthora_infestans/MultiDownloads.html B21  DD39D Phytophthora infestans 
Ot1 
 
CAL52166.2 DD45D Ostreococcus tauri Derelle et al., 2006 
Ot2 XP003074897 DD45D Ostreococcus tauri Derelle et al., 2006 
Tvmar1 AY282463 
 
DD34D Trichomonas vaginalis 
 
Silva et al., 2005 
marinarEd EU099441 DD33D Entamoeba dispar 
 
Lorenzi et al., 2008 
marinerEh EU099443 DD33D Entamoeba histolytica 
 
Lorenzi et al., 2008 
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PARTIE III : RESULTATS ET DISCUSSION 
Chapitre 1 : Caractérisation des MLE chez Amphora acutiuscula 
 
1. Détection de séquences partielles deMLE dans le génome de A. acutiuscula 
A partir de l’ADN génomique d’A. acutiuscula, les éléments transposables de type 
mariner ont été recherchés en utilisant les amorces dégénérées MLE5A et MLE3A 
définies par Feschotte et Wessler (2002). Chez les végétaux, ces amorces s’hybridant au 
niveau des deux premiers D de la triade catalytique, permettant d’amplifier une région 
d’environ 400 pb localisée dans le gène codant la transposase (Fig. 29). 
 
Figure 29 : Schéma général d'un MLE isolé à partir d’un ADNg végétal, sur lequel 
sont localisées les amorces MLE5A et MLE3A ayant servi à la détection des 
séquences chez A. acutiuscula. 
La séquence du gène de la transposase est divisée en 2 parties correspondant, dans la protéine, à 
son domaine de liaison à l’ADN (ici en vert) et à son domaine catalytique (en rouge). Dans la 
zone catalytique, les 3 acides aspartiques (D) de la triade ont été positionnés. Les amorces 
utilisées pour la détection des MLE sont situées au niveau des deux premiers D et appelées 
MLE5A et MLE3A (Feschotte et Wessler, 2002). Dans les espèces végétales chez lesquelles elles 
ont été utilisées, ces amorces ont généralement permis l’amplification de fragments d’environ 400 
pb. TA : site cible, dupliqué lors de l’insertion et présent à chaque extrémité de l’élément ; ITR : 
Répétition Terminale Inversée ; UTR : Région non Traduite.  
Chez A. acutiuscula, les amorces MLE5A et MLE3A ont permis l’amplification d’une 
bande d’environ 400 pb (Fig. 30) correspondant à la taille attendue pour des éléments de 
type marinerisolés de végétaux. Les produits de PCR ont été élués puis clonés dans le 
plasmide pGEM-T. Deux clones ont été séquencés pour la recherche d’identification des 
MLE. 
Après comparaison de leurs séquences par BlastX avec les banques de données, les deux 
clones ont révélé une homologie d'environ 50 % avec des transposases de type marinerde 
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plantestelles que l'avoine, le petit pois ou encore le bambou. Chez A. acutiuscula, les 
clones ont été nommés respectivement Aacutmar-sp 1.7 et Aacutmar-sp 1.8 (Aacutmar 
pour Amphora acutiuscula mariner séquence partielle 1.numéro du clone 7 ou 8). Ils 
complètent une collection de 6 séquences précédemment obtenues au laboratoire (thèse 
D. Hermann, 2011) et nommées Aacutmar-sp 1.1 à 1.6 et déposées dans GenBank sous 
les numéros FN546185 à FN546190.  
 
Figure 30 : Électrophorèse sur gel d’agarose 1 % des produits d’amplification 
obtenus avec les amorces dégénérées MLE5A et MLE3A chez la diatomée A. 
acutiuscula. 
Puits 1 : Marqueur de taille Generuler 100 pb, puits 2 : produits amplifiés. La flèche indique la 
bande obtenue d’une taille légèrement inférieure à 400 pb qui a été clonée puis séquencée. 
Les séquences Aacutmar-sp 1.7 et 1.8 ont respectivement une taille de 374 et 372 pb 
(Tab. 6). La comparaison deux à deux des clones Aacutmar-sp 1.7 et 1.8 avec les 
éléments Aacutmar-sp 1.1-1.6 indique une identité comprise entre 81 et 97 % pour 
Aacutmar-sp 1.7 et de 77 à 93 % pour Aacutmar-sp 1.8. Entre eux, ces éléments montrent 
une identité de 90 % (Tab. 7). Après traduction en protéines, Aacutmar-sp 1.7 et 1.8 ont 
respectivement une longueur de 124 et 123 acides aminés et ne possèdent ni codon stop 
ni décalage du cadre de lecture du gène de la transposase (Fig. 31). Au niveau protéique, 
la comparaison de Aacutmar-sp 1.7 et 1.8 entre eux donne un taux d’homologie de 95 % 
et leur comparaison deux à deux avec les autres éléments (Aacutmar-sp 1.1 à -1.6) 
montre des taux d’homologie variant de 79 à 96 % (Tab. 7). Un consensus 
nomméConsAacutmar1-sp a été établi à partir des huit fragments internes de 380 pb du 
gène de la transposase. C’est à partir de ce consensus que plusieurs jeux d’amorces ont pu 
être définis pourla PCR inverse. Cette technique a été utilisée pour rechercher la séquence 
complète des transposons de type mariner dans le génome d’A. acutiuscula. 
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Tableau  6 : Tableau récapitulant les différentes séquences partielles de MLE obtenues chez la diatomée A. acutiuscula. 
Présent travail et thèse de D. Hermann (2011). Pour chaque séquence, sont précisés : son nom, sa longueur précise, la présence ou non de codons stop et son 
numéro d’accession dans les banques de données. 
 
 
Nom Longueur (pb) Longueur en protéine ORF ininterrompue Numéro d’accession 
Aacutmar-sp1.1 
Aacutmar-sp1.2 
Aacutmar-sp1.3 
Aacutmar-sp1.4 
Aacutmar-sp1.5 
Aacutmar-sp1.6 
379 
377 
378 
375 
375 
375 
126 
125 
126 
124 
125 
125 
1 
1 
1 
0 
1 
1 
FN546185 
FN546186 
FN546187 
FN546188 
FN546189 
FN546190 
Aacutmar-sp1.7 
Aacutmar-sp1.8 
374 
372 
124 
123 
1 
1  
 
Tableau 7 : Comparaison deux à deux des huit séquences d’Aacutmar-sp1 disponibles au laboratoire. 
Les données sont présentéesen pourcentages d’homologie nucléotidique et protéique (entre parenthèses pour cette dernière). 
 
Nom Aacutmar-sp1.1 Aacutmar-sp1.2 Aacutmar-sp1.3 Aacutmar-sp1.4 Aacutmar-sp1.5 Aacutmar-sp1.6 Aacutmar-sp1.7 
Aacutmar-sp1.2  
Aacutmar-sp1.3 
Aacutmar-sp1.4  
Aacutmar-sp1.5 
Aacutmar-sp1.6 
Aacutmar-sp1.7 
Aacutmar-sp1.8 
99 (100) 
97 (97) 
76 (78) 
79 (80) 
81 (83) 
81 (76) 
79 (78) 
 
97 (97) 
77 (78) 
79 (80) 
81 (83) 
81 (76) 
78 (78) 
 
 
75 (75) 
78 (77) 
79 (80) 
79 (74) 
77 (75) 
 
 
 
92 (86) 
90 (91) 
90 (91) 
93 (88) 
 
 
 
 
91 (92) 
90 (91) 
92 (92) 
 
 
 
 
 
97 (98) 
92 (96) 
 
 
 
 
 
 
90 (95) 
 
 
 
95
 
 
 96 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 31 : Alignement des séquences partielles Aacutmar-sp1.1 à 1.8 traduites en protéines. 
 
Les amorces utilisées pour l'amplification, MLE5A et MLE3A (Feschotte et Wessler, 2002), sont encadrées aux extrémités des séquences. Pour la séquence 
Aacutmar-sp 1.4, la phase a dû être restaurée pour permettre l’alignement avec les autres séquences partielles.  
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2. Allongement des séquences de MLE par PCR inverse 
 2.1. Séquences obtenues par PCR inverse 
La PCR inverse (iPCR) a pour but de connaître les régions inconnues bordant une 
séquence d’ADN connue. Dans le présent travail, la séquence consensus de 380 pb, 
ConsAacutmar-sp1, a servi de point de départ pour amplifier les régions inconnues du 
transposon avec pour objectif de caractériser un élément complet. La technique d’iPCR 
a été répétée à plusieurs reprises en fonction de l’avancée le long de l’élément 
transposable.Pour obtenir un élément complet, l’ADN génomique de la diatomée A. 
acutiuscula a été digéré successivement avec différentes enzymes de restriction et 
plusieurs couples d’amorces chevauchantes ont été utilisés pour les amplifications. 
Chaque couple a été défini à partir de la séquence précédemment obtenue, séquence 
servant à son tour de point de départ pour un nouvel allongement. Ainsi, il a été possible 
de "marcher" de proche en proche le long du transposon et d’allonger progressivement 
la séquence connue. 
Pour chaque iPCR, les produits d'amplification ont été clonés, séquencés, puis analysés. 
Les fragments ont été assemblés et ont permis de générer successivement des séquences 
reconstruites nommées Re-X (Re pour Reconstruit, X n° de la reconstruction, au total ici 
4) (Fig. 24), chacune d'elles servant à son tour de base pour un nouvel allongement. Le 
schéma général récapitulant les étapes de chaque iPCR est présenté dans la figure 
23.Ces mêmes schémas présentés dans la partie Matériel et Méthodes ont été replacé ici 
pour s'y reporter plus aisément et ainsi faciliter la lecture. 
Les étapes menant à l’obtention de différentes séquences reconstruites et qui ont permis 
d'obtenir un transposon complet de type mariner chez A. acutiusculasont décrites ci-
après.  
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Figure 23 : Schéma récapitulant les étapes de l'allongement d'une séquence connue 
par PCR inverse. (Cette figure est aussi présente dans la partie Matériel et méthodes). 
 
1) et 2) l'ADN génomique de la diatomée A. acutiuscula est digéré à l'aide d'une enzyme de 
restriction qui coupe, ici, à l'extérieur de la séquence connue. 3) Les produits de digestion sont 
ligués sur eux-mêmes. 4) ils servent de matrice pour la PCR inverse qui utilise deux couples 
d'amorces chevauchantes, ici seul le second couple est présenté. 5) après séquençage, l'analyse 
des séquences permet de localiser les amorces et le site de restriction. C'est au niveau de ce site 
que la séquence est séparée en deux fragments. 6) et 7) Chaque fragment est alors aligné avec la 
séquence connue, la partie commune entre les fragments et la séquence connue permet de 
vérifier que c'est bien cette dernière qui a servi de matrice à allongement de la séquence. La 
partie située au-delà de la séquence connue correspond à l'allongement de la séquence. Une fois 
les trois fragments assemblés, on obtient une séquence reconstruite. 8) la séquence reconstruite 
est utilisée comme matrice pour définir de nouvelles amorces qui serviront à poursuivre 
l'allongement de la séquence en utilisant la même technique. E↓: localisation de la coupure de 
la digestion enzymatique. Les séquences connues sont indiquées en traits pleins. Les séquences 
inconnues sont indiquées en pointillés.  
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Figure 24 : Schéma récapitulatif des étapes de la reconstruction des séquences MLE chez A. acutiuscula. 
Le fragment partiel de MLE (400 pb) a été détecté par l'utilisation des amorces dégénérées MLE5A et MLE3A. Étape 1 : l'ADNg d'A. acutiuscula est digéré par 
l’enzyme EcoRI qui ne coupe pas le fragment connu de 400 pb. Les amorces AcutR2/AcutF4 sont utilisées pour construire un fragment Re-1 de 1268 pb qui 
contient également le 3ème D de la triade catalytique. Re-1 est le point de départ pour l'iPCR de l'étape 2. Étape 2 : l'ADNg d'A. acutiuscula est digéré par 
l’enzyme ApaI qui ne coupe pas le fragment reconstruit Re-1. Les amorces AcutR5/AcutF6 sont utilisées pour reconstruire deux fragments Re-2.1 (2494 pb) et Re-
2.2 (1554 bp). Ces fragments partagent une partie identique en région 5' contenant les motifs caractéristiques des MLE et une partie différente en région 3'. Étape 
3 : l'ADNg d'A. acutiuscula est digéré par l’enzyme EcoRV qui coupe à l'intérieur des Re-2. Les amorces AcutR10/AcutF13 sont utilisées pour allonger leur 
extrémité 5' et permettre de reconstruire les fragments Re-3.1 et Re-3.2. Nous avons réussi à identifier un transposon MLE complet (Aacutmar1-re) dans la 
séquence de Re-3.1 avec ses ITR à chaque extrémité. Étape 4 : l'élongation d'extrémité 3' du Re-3.2 par l'enzyme NspI et les amorces AcutR6/AcutF8, cela a 
permis d'obtenir le Re-4 (3855 pb).  
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Pour obtenir les régions bordant le fragment de 380 pb, l’ADNg a d’abord été digéré 
avec l’enzyme EcoRI (Fig. 32) qui ne coupe pas dans les séquences ConsAacutmar-sp1. 
 
 
Figure 32 : Schéma permettant de localiser les amorces ayant servi à la recherche 
des MLE complets chez la diatomée A. acutiuscula. 
 
Les flèches en bleu et en rouge représentent les deux couples d'amorces utilisés pour la première 
iPCR sortant du fragment de 380 pb. D’un point de vue technique, chaque iPCR est constituée 
de deux amplifications successives, les amorces AcutR2ext et AcutF4ext (pour externe) ont été 
utilisées pour la iPCR n°1 et les amorces AcutR2int et AcutF4int (pour interne) pour la iPCR 
n°2. La lignepointilléereprésentela région bordant le fragment de 380 bp. 
 
La première amplification a été effectuée avec le couple d'amorces AcutR2ext et 
AcutF4ext.Le dépôt sur gel d’agarose du produit de cette première iPCR ne montre 
aucune bande visible (Fig. 33-A). La seconde iPCR a été réalisée à partir du produit 
d'amplification de la première et avec le couple d'amorces AcutR4int et AcutF4int situé 
à l'intérieur du premier produit de PCR. A l’issue des deux iPCR successives, un 
fragment d’environ 1200 pb a été observé (Fig. 33-B). 
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Figure 33 : Migration sur gel d’agarose des produits d’amplification pour 
l’obtention des fragments flanquant la séquence ConsAacutmar-sp1. 
 
A- Puits 1 : produit de la première iPCR utilisant comme matrice l’ADNg digéré par l'enzyme 
EcoRI et le couple d'amorces externes AcutR2ext et AcutF4ext. B - Puits 1 : produit de la 
seconde iPCR utilisant comme matrice le produit de l'iPCR précédente et le couple d'amorces 
internes AcutR2int et AcutF4int. M : marqueur de taille Generuler 100 pb. T- : témoin 
négatif (iPCR réalisée sans ADNg). 
 
Ce produit a été cloné et deux clones ont été séquencés. Ceux-ci, nommés EcoRIR2F4-1 
et EcoRIR2F4-2, ont une longueur exacte de 1217 pb et sont similaires à plus de 99 
%,de ce fait, un seul des deux clones a été utilisé pour la suite de l'analyse.  
La séquence EcoRIR2F4-1 a été séparée en deux parties à partir du site de restriction de 
EcoRI, générant les fragmentsEcoRIR2F4-5’ (264 pb) et EcoRIR2F4-3’(947 pb). 
L’alignement (Fig. 34-A) puis l’assemblage (Fig. 34-B) de ces deux fragments avec le 
consensus de 380 pb ConsAacutmar-sp1 a permis d’obtenir la première séquence 
reconstruite d’une longueur totale de 1268 pb, nommée Re-1. La comparaison par 
BlastX de Re-1 avec les séquences dans banques de données montre qu’elle possède une 
homologie avec des transposases de type MLE, et notamment avec cellesde la betterave 
Beta vulgaris (45 %)et de la diatomée marine Pseudo-nitzschia multiseries (42 %). 
Cette première iPCR a donc bien permis d’identifier les régions bordant le fragment de 
380pb ConsAacutmar-sp1, et d’allonger la séquence connue du gène de la transposase 
de MLE de plus de 880 pb. 
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Figure 34 : A) Schéma de l’alignement de la séquence ConsAacutmar-sp1 avec les fragments EcoRIR2F4-5' et EcoRIR2F4-3'. B) 
L’assemblage des trois fragments, dans l'ordre, EcoRIR2F4-5', ConsAacutmar-sp1 et EcoRIR2F4-3' a permis de reconstruire la séquence 
nommée Re-1. 
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Figure 35 : Traduction de la séquence Re-1 en acides aminés. 
 
Les trois acides aspartiques sont indiqués en rouge et soulignés. La séquence de 380 pb de 
ConsAacutmar-sp1 est en rouge et les deux parties allongées en noir. Les motifs caractéristiques 
de la triade catalytique apparaissent en grisé. Z : codon stop. 
 
Après traduction en protéines, la séquence Re-1 a une longueur de 420 acides aminés 
(Fig. 35). Les motifs entourant les trois D de la triade catalytique ont pu être précisés 
pour les deux premiers et identifié de novo pour le troisième. Ainsi le premier motif est 
"IDEKWF", le second "IQQDNA" et le troisième "SPDTNINDLAFF". La distance 
entre le deuxième et troisième D est de 43 acides aminés. Il y a 4 codons stop au niveau 
de l'extrémité 3' de Re-1. En se basant sur la structure générale du gène de la transposase 
de MLE, il manque dans la séquence Re-1 plusieurs motifs protéiques typiques de la 
région 5’ tels que les motifs Hélice-Tour-Hélice (HTH) ou encore le signal de 
localisation nucléaire (NLS), ce qui indique qu’il est nécessaire de poursuivre 
l’allongement de cette extrémité. Parallèlement, l’allongement de la région 3’ a 
également été poursuivi. La séquence Re-1 a doncservi de matrice pour choisir une 
enzyme et des amorces nécessaires à un nouvel allongement de la séquence par iPCR.  
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 2.2. Allongement de la séquence Re-1 en régions 5’ et 3’ 
Pour poursuivre l’allongement de la séquence Re-1 en régions 5’ et 3’, de l'ADN 
génomique d’A. acutiuscula a été digéré par l’enzyme de restriction ApaI (Fig. 36). 
Cette dernière ne coupe pas dans Re-1 permettant ainsi d'obtenir en même temps les 
deux séquences flanquantRe-1 par iPCR. 
 
Figure 36 : Schéma permettant de localiser les amorces ayant servi à l'allongement 
du fragment reconstruit Re-1 de 1268 pb. 
L'enzyme ApaI qui ne coupe pas Re-1 a été choisie. Les amorces AcutR5ext et AcutF6ext (pour 
externe, flèches bleues) ont été utilisées pour la iPCR n°1 et les amorces AcutR5int et AcutF6int 
(pour interne, flèches rouges) pour la iPCR n°2. La lignepointilléereprésenteles régions bordant 
la séquence Re-1 en 5' et en 3'. 
 
Après les deux amplifications successives, un fragment d’environ 2000 pb a été observé 
(Fig. 37-B). 
 
Figure 37 : Migration sur gel d’agarose des produits d’amplification pour 
l’obtention des fragments flanquant la séquence Re-1. 
A - Puits 1 : produit de la première iPCR utilisant comme matrice l’ADNg digéré par l'enzyme 
ApaI et le couple d'amorces externes AcutR5ext et AcutF6ext. B - Puits 1 : produit de la seconde 
iPCR utilisant comme matrice le produit de la iPCR précédente et le couple d'amorces internes 
AcutR5int et AcutF6int. M : marqueur de taille GeneRuler 100 pb. T- : témoin négatif  (iPCR 
réalisée sans ADNg).  
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Ce dernier a été cloné, deux clones ont été séquencés et nommésApaIR5F6-1 et 
ApaIR5F6-2. Ils ont une taille respective de 1982 et 1983 pb etsont identiques à 99,3 %. 
Pour l’analyse, seul le clone ApaIR5F6-1 a été utilisé. Au niveau du site de l'enzyme 
ApaI, il a été séparé en deux fragmentsApaR5F6-5' et ApaR5F6-3' qui ont été alignés 
avec Re-1 (Fig. 38-A). 
En région 5', un bon alignement du fragment ApaR5F6-5' avec l'extrémité 5' de Re-1 a 
permis d'allonger ce dernier d'environ 300 pb (Fig. 38-B).  En région 3’, le fragment 
ApaIR5F6-3' de 1579 pb et la séquence Re-1 présentent un bon alignement sur une 
longueur de 220 bases suivi par un très mauvais alignement des 640 dernières bases de 
Re-1. A partir de ces résultats, deux séquences Re-2.1 et Re-2.2 ont pu être établies. La 
séquence Re-2.1 a été assemblée en associant depuis la région 5’ vers la région 3’ : 
ApaIR5F6-5', Re-1 et ApaIR5F6-3'. La séquence Re-2.2 n’a été allongée qu’en région 5’ 
en associant uniquement les fragments ApaIR5F6-5' et Re-1. Ces deux séquences 
reconstruites partagent une partie identique de 1155 pb à l'extrémité 5', suivie d'une 
partie variable en région 3' (Fig. 39). 
La comparaison par BlastX de Re-2.1 et -2.2 avec les banques de données a permis de 
confirmer qu’elles possèdent bien une homologie avec des transposases de type MLE, et 
notamment avec celle de la betterave Beta vulgaris (37 et 39 %, respectivement) et de la 
diatomée marine Pseudo-nitzschia multiseries (39 %). 
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Figure 38 : A) Schéma de l’alignement de la séquence Re-1 avec les fragments ApaIR5F6-5' et ApaIR5F6-3'. B) L’assemblage de 
ApaIR5F6-5' et ApaIR5F6-3' avec Re-1, d’une part et de ApaIR5F6-5' avec Re-1 d’autre part a permis de reconstruire deux séquences 
différentes. 
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Figure 39 : Alignement des séquences reconstruites Re-2.1 et Re-2.2. 
Elles sont identiques sur 1155 pb en région 5', la région 3' est variable.
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Dans la région 5' de Re-2.1 et -2.2, l’analyse a permis d'identifier un motif HTH 
similaire à celui d'autres transposases disponibles dans les banques de données. En 
complément, la recherche du motif HTH a été effectuée en utilisant un logiciel 
spécifique "HTH prediction", le score obtenu étant faible (2,48- probabilité non 
significative) montre que ce motif est mal défini. Cependant, le logiciel de prédiction 
indique la présence d'un autre HTH en amont de celui détecté précédemment avec un 
score significatif de 3,25 (probabilité 50 %).Un signal de localisation nucléaire a été 
détecté, après lesmotifs HTH, grâce à l'utilisation du logiciel NLS Mapper. Ainsi en 
région 5', les séquences Re-2.1 et -2.2 présentent, comme beaucoup de transposases, 
deux HTH et un NLS (Fig. 40). Toutefois la méthionine de départ n’a pas été 
trouvée,indiquant qu'il est nécessaire de poursuivre la marche le long de la séquence en 
direction de l’extrémité 5'.  
 
 
Figure 40 : Traduction en protéine de l'extrémité 5' identique des deux séquences 
Re-2.1 et -2.2 et positionnement des motifs caractéristiques des transposases. 
 
En région 5' des séquences Re-2.1 et -2.2, deux motifs HTH (Hélice-Tour-Hélice) et un motif 
NLS (Signal de localisation nucléaire) ont été prédits par les logiciels HTH prédiction et NLS 
Mapper. 
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Le mauvais alignement d'une partie de l'extrémité 3' du fragment ApaR5F6-3' avec la 
séquence Re-1 nous a conduit à vérifier l’existence des séquences reconstruitesRe-2 
dans le génome d’A. acutiuscula. Pour cela, une amorce spécifique s’hybridant près de 
l’extrémité 3’ de chacune des deux séquences Re-2.1 et Re-2.2 a été définie, il s’agit des 
amorces antisens VRe-2.1 et VRe-2.2 (Fig. 41). Pour un meilleur accrochage, les 
amorces antisens ont été définies quelques bases en amont de la fin de la séquence. 
L’amorce sens AcutF6int s’hybride, quant à elle, dans une zone très conservée du gène 
de la transposase sur le motif contenant le troisième acide aspartique de la triade 
catalytique. Chaque couple d’amorces doit permettre l’amplification du fragment allant 
de la partie terminale du gène de transposase jusqu’à l'extrémité 3' du fragment 
reconstruit et donc de vérifier l'existence de ce dernier dans le génome-hôte (Fig. 42). 
Dans les deux cas, les produits de PCR présentaient la taille attendue qui est de 1085 pb 
pour l’élément Re-2.1 et 543 pb pour l’élément Re-2.2. Ces fragments ont été clonés 
puis séquencés. Leur amplification a permis de confirmer par alignement (Fig. 43 et 44) 
qu’il existe bien dans le génome d’A. acutiuscula deux éléments distincts, le premier 
ayant en extrémité 3’ la séquence présente dans Re-2.1 et le second la séquence 3’ 
définie dans l’élémentRe-2.2. 
 
 
Figure 41 : Schéma de la localisation des amorces utilisées pour vérifier la présence 
des séquences des éléments reconstruits Re-2.1 et Re-2.2. 
 
Utilisation du couple d'amorces AcutF6int et VRe-2.1 pour la mise en évidence de Re-2.1 et du 
couple d’amorces AcutF6int et VRe-2.2 pour cellede Re-2.2.  
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Figure 42 : Amplifications à partir de l’ADNg d’A. acutiuscula des fragments de 
vérification des régions 3’ des séquences Re-2.1 et -2.2. 
 
Puits 1 : produit de PCR obtenu avec le couple d'amorces AcutR6int et VRe-2.1 ; Puits 2 : 
produit de PCR obtenu avec le couple d'amorces AcutR6int et VRe-2.2. M : marqueur de taille 
Generuler 100 pb. T- : témoin négatif  (PCR réalisée sans matrice ADNg). 
 
Les séquences Re-2.1 et Re-2.2 ont une longueur de 2494 et 1554 pb, respectivement. 
Elles possèdent 1074 et 543 pb au-delà du 3ème D de la triade catalytique, il est donc 
possible qu'elles contiennent la fin de l’élément transposable, l'UTR3' et l'ITR 3'. En 
région 5', le codon start n'ayant pas encore été détecté, cette région doit encore être 
allongée pour obtenir la région antérieure de la transposase ainsi que l'UTR et l'ITR 5'. 
Une fois l'allongement effectué en 5', les deux régions seront comparées pour déceler la 
présence éventuelle des ITR. Si tel n'est pas le cas, la marche vers les deux extrémités 
sera alors reprise.Dans le paragraphe suivant la priorité est donnée à l'allongement de la 
région 5' des séquences Re-2 (2.1 et 2.2). 
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Figure 43 : Alignement du fragment F6int/VRe-2.1 avec la région 3' du fragment reconstruit Re-2.1. 
Sur la partie amplifiée, les deux fragments ont une identité de 99,53 %.  
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Figure 44 : Alignement du fragment de vérification F6int/VRe-2.2 avec la région 3' de la séquence reconstruite Re-2.2. 
Sur la partie amplifiée, les deux fragments possèdent une identité de 99,45 %. 
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Figure 45 : Schéma permettant de localiser les amorces ayant servi à l'allongement 
de l'extrémité 5' de Re-2.1 (A) et Re-2.2 (B). 
 
L'enzyme EcoRV qui coupe les séquences Re-2 au niveau du domaine de liaison à l'ADN a été 
choisie. Les flèches en bleu et en rouge représentent les deux couples d'amorces nichées utilisés. 
Les amorces AcutR10ext et AcutF13ext (pour externe) ont été utilisées pour l'iPCR n°1 et les 
amorces AcutR10int et AcutF13int (pour interne) pour l'iPCR n°2. La 
lignepointilléereprésenteles régions bordant les séquences Re-2. 
 
 
 
Figure 46 : Amplification par iPCR du fragment bordant l'extrémité 5' des 
séquences Re-2. 
 
A- Puits 1 : amplification par iPCR en utilisant l’ADN génomique digéré par l'enzyme EcoRV, 
comme matrice et le couple d'amorces externes AcutR10ext et AcutF13ext. B - Puits 1 : 
amplification par iPCR en utilisant comme matrice le produit de l'iPCR précédente et le couple 
d'amorces internes AcutR10int et AcutF13int. M : marqueur de taille 100 pb. T- : témoin négatif 
(iPCR réalisée sans matrice). 
 115 
 
 2.3. Allongement des séquences Re-2 vers l'extrémité 5’ 
Afin de poursuivre l’allongement desséquencesRe-2 vers la région 5’, nous avons choisi 
l'enzyme EcoRV qui coupe à l’intérieur de Re-2, et définideux nouveaux couples 
d'amorces nichées, AcutR10ext et AcutF13ext, et AcutR10int et AcutF13int, 
s’hybridantdans la partie 5’des séquences Re-2 (Fig. 45). 
Après l’iPCR, un fragment d'environ 800 pb a été obtenu et cloné, et deux clones ont été 
séquencés (Fig. 46). Ces derniers ont été nommés EcoRVR10F13-1 et EcoRVR10F13-2, 
ils sont identiques à 98,6 %, de ce fait, seul le clone EcoRVR10F13-1 a été utilisé pour 
l’analyse. Il a été séparé en deux parties, EcoRVR10F13-5' et EcoRVR10F13-3', au 
niveau du site de restriction de l'enzyme EcoRV, puis le fragment EcoRVR10F13-5' a 
été aligné avec la région 5’consensus des deux séquences Re-2.1 et 2.2 (Fig. 47-A).  
L’alignement montre que le fragment EcoRVR10F13-5' a permis l’allongement des 
séquencesRe-2.1 et Re-2.2 de plus de 600 pb vers la région 5' (Fig. 47-A). L’assemblage 
de EcoRVR10F13-5'avec Re-2.1 et Re-2.2 respectivement, a permis de reconstruire 
deux nouvelles séquences, nommées Re-3.1 et Re-3.2 (Fig. 47-B). La longueur totale de 
ces dernières est respectivement de 3117 pb et de 2177 pb. Dans la séquence Re-3.1, 
nous pouvons observer le gène de transposase complet avec un codon start en position 
455 et des parties de 454 pb et 1182 pb bordant ce gène en région 5’ et 3’, 
respectivement. C’est dans ces dernières que les ITR et le TSD, qui est un dinucléotide 
TA, ont été recherchés par une méthode développée par JD Rouault (cf Matériel et 
Méthodes). Cette recherche a permis de détecter la présence des ITR uniquement dans 
la séquence Re-3.1 (Fig. 48-B). Après leur détection, les ITR de Re-3.1 ont été alignés 
avec la séquence Re-3.2 afin de comprendre pourquoi ils n'ont pu être localisés dans 
celle-ci. En fait, cette dernière ne contient pas l'ITR-3' d'où l'impossibilité de détecter les 
répétitions inversées constituant les ITR par les méthodes bioinformatiques. Dans la 
séquence Re-3.1, une région de27pb enorientation inverséebordéeparun dinucléotide TA 
a été mise en évidence à chaque extrémité. Les ITR-5' et -3' ont donc une taille de 27 
pb. Ils ne sont pas identiques car ils montrent quatre différences en positions 2, 15, 21 et 
22 (Fig. 47). 
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Figure 47 : Comparaison des séquences des ITR-5’ et -3’ détectées dans l’élément 
reconstruit Re-3.1 d'A. acutiuscula. 
 
Quatre différences sont présentes en positions : 2, 15, 21 et 22. 
 
L'existence des ITR et la duplication du site-cible ont permis de délimiter letransposon 
pleine taille. Celui-ci a été nommé Aacutmar1-re (pour Amphora acutiusculamariner 
n°1 reconstruit) et possède une longueur totale de 2130pb. 
Les étapes successives ayant conduit à l'obtention de la séquence complète Aacutmar1-
re sont récapitulées dans la figure 49. Celle-ci présente de façon schématique les 
séquences reconstruites dérivant les unes des autres et marquant l'avancée le long de la 
séquence recherchée pour aboutir à un transposon pleine taille. 
La traduction in silico d'Aacutimar1-re a montré un cadre de lecture qui, après analyse 
par BlastX, donne un gène de transposase sur toute sa longueur soit 1341 pb. La 
traductionconceptuelle de l'ORFa révélé unetransposaseputative de type marinerde 
447acides aminés avec un codon start en position 320 et un codon stop en position 
1661. 
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Figure 48 : A) Alignement du fragment EcoRVR10F13-5' avec les deux séquences Re-2.1 et Re-2.2. B) L’assemblage du fragment 
EcoRVR10F13-5' avec Re-2.1 et -2.2 a permis de former les séquences Re-3.1 et Re-3.2, respectivement. 
Dans ces séquences sont détectés depuis la région 5' vers 3' : les motifs HTH 1 et 2 (en noir), le NLS (en bleu) et les trois D de la triade catalytique (en rouge). 
En plus des motifs présents dans les séquences Re-2, les ITR-5' et -3' (flèches rouges) pour Re-3.1 et uniquement l'ITR 5' pour Re-3.2sont indiqués.  
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Figure 49 : Séquences nucléique et protéique du transposon Aacutmar1-recompletidentifié à partir de la séquence reconstruite Re-3.1. 
Les motifs de la transposase : les deux motifs HTH sont grisés et notés, le motif NLS est souligné par deux traits, les trois motifs caractéristiques de la triade 
catalytique sont grisés et chaque acide aspartique est en rouge et souligné. Les ITR sont grisés et soulignés aux deuxextrémités. 
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3. Caractérisation du transposon Aacutmar1 dans le génome d’A. acutiuscula 
 3.1. Caractérisation des ITR d’Aacutmar1 
Afin de confirmer la présence de l’élément complet (Aacutmar1-re) dans le génome 
d’A. acutiuscula, des amorces ont été définies à partir des ITR. Toutefois, avant 
d’établir ces amorces, il semblait important de vérifier la séquence des ITR dans le 
génome hôte. Pour cela, des amorces s’hybridant de part et d’autre des régions 
contenant les ITR-5’ et -3’ ont été définies. Ainsi, deuxamorces positionnées au-delà 
des ITR (OUT-5' et OUT-3') etdeux amorces situées dansla séquence del'ORF (MLE-
1etMLE-2) ont été définies (Fig. 50). Le couple OUT-5' et MLE-1 a permis d’amplifier 
la zone contenant l’ITR-5', le couple MLE-2 et OUT-3', celle contenant l’ITR-3'. 
 
Figure 50 : Schéma de l’élément Re-3.1 montrant la localisation des amorces 
définies pour vérifier les ITR de l'élément Aacutmar1 dans le génome 
d’A.acutiuscula. 
 
Lesflèches sousla séquenceindiquent la position des couples d'amorces. Le couple d'amorces 
OUT-5' et MLE-1 a été défini pour amplifier la région contenant l’ITR-5', le couple d'amorces 
MLE-2 et OUT-3' pour amplifier la région contenant l’ITR-3'. Les traits indiquent la taille 
attendue de chaque séquence amplifiée. 
 
Après amplifications séparées des régions contenant les ITR-5’ et -3’ (Fig. 51), les 
produits de PCR présentent une bande unique de forte intensité et ayant la taille 
attendue, environ 600 pb pour la séquence contenant l’ITR-5’ et environ 1100 pb pour 
celle contenant l’ITR-3’ ont été clonés. Pour chaque amplification, deux clones ont été 
séquencés et analysés, ils ont été nommés en région 5' OUT5'MLE1-1 et 1-2 et en 
région 3' MLE2OUT3'1-1 et 1-2. Ces séquences ont été alignées avec les ITR détectés 
dans l’élément reconstruit Re-3.1 confirmant ainsi les séquences des ITR-5' et -3'. Ils ont 
une longueur de 27 pb et sont bordés par le TSD (Fig. 52). 
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Figure 51 : Migration sur gel d’agarose des produits de PCR contenant les ITR de 
l'élément Aacutmar1 dans le génome d’A. acutiuscula. 
 
Puits 1: produit de PCR obtenu avec les amorcesOUT-5'/MLE-1 contenant l’ITR-5’. Puits 2 : 
produits de PCR obtenu par les amorces OUT-5'/OUT-3'. Puits 3 : produit de PCR obtenu avec 
les amorcesMLE-2/OUT-3' contenant l’ITR-3’. M : marqueur de taille Generuler Mix. T- : 
témoin négatif (PCR réalisée sans ADNg). 
 
 
 
Figure 52 : Alignement des séquences des ITR-5' (A) et -3' (B) obtenues par iPCR 
dans l’élément reconstruit Re-3.1 avec ceux obtenus lors de la vérification par PCR 
à partir de l'ADNg d’A. acutiuscula. 
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La comparaison des ITR d’Aacutmar1-re avec ceux d'éléments complets de végétaux 
décrits dans la littérature montre des homologiesavec Soymar1 du soja (Jarvick et Lark, 
1998), Costa de la diatomméPseudo-nitzchia multiseries (numéro d’accession 
JX013907, séquence non publiée), Vulmar1de la betterave (Jacobs et al., 2004),Osmar1 
du riz (Tarchini et al., 2000), Phmar1 du bambou (Tang et al., 2010) et Psmar1Adu petit 
pois (Macas et al., 2005).Cependant,l’identité nucléotidique est limitée en région 5’ aux 
18 premiers nucléotides des ITRavec un consensus 5’-CTCCCTCCGT(C/T)CAAAT-3’ 
(Fig. 53) et en région 3’ aux 23 premières paires de bases avec un consensus 5'-
ATTTG(G/A)ACGGAGGGAG-3'.  
 
 
 
Figure 53 : Comparaison des ITR-5' et -3' d’A. acutiuscula avec ceux des éléments 
complets disponibles dans la littérature et dans les banques de données. 
 
 
3.2. Caractérisation de séquences complètes des transposons Aacutmar1 
 3.2.1. Identification des MLE Aacutmar1 complets à l’aide des amorces 
définies sur les ITR 
L'objectif ici était d'amplifier des séquences complètes des transposons Aacutmar1. A 
cette fin, des amorces ont été définies sur les ITR (Fig. 54). Les séquences des 
ITRcaractérisées dans le paragraphe précédent sont identiques à celles de la séquence 
Re-3.1. A l'extrémité de chaque ITR, un dinucléotide TA, caractéristique de l'insertion 
d'un MLE (TSD), a été trouvé également. Les séquences des TSD et des ITR ont servi à 
établir des amorces destinées à amplifier des éléments Aacutmar1 complets. Afin 
d'optimiser les chances d'obtenir des amplifications de qualité, plusieurs amorces ont été 
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définies : un couple d’amorces de 20 pb spécifiques des ITR-5’ et -3’ et nommées 
AcutITR-5’ et AcutITR-3’, deux amorces dégénérées susceptibles de se fixer chacune sur 
les deux ITR, appelées respectivement AcutITR-C (C pour Courte) et AcutITR-L (L pour 
Longue), elles ont des longueurs respectives de 20 et 29 pb. Les amorces AcutITR-L de 
29 pb couvrent toute la séquence de l’ITR et incluent celle du TSD. Une même amorce 
pouvant se fixer sur chaque ITR et permettre l'amplification d'un élément complet, les 
amorces dégénérées AcutITR-C et AcutITR-L ont été utilisées seules. 
 
 
Figure 54 : Schéma de l'amplification des éléments complets Aacutmar1 avec les 
amorces spécifiques et dégénérées définies sur les ITR. 
Ces amorces s’hybrident soit sur les 20 soit sur les 29 premiers nucléotides des ITR. En se 
basant sur l’élément reconstruit Aacutmar1-re, les amorces AcutITR doivent permettre 
l’amplification d’un produit de PCR d’une longueur d’environ 2130 pb. Les amorces AcutITR5' 
et AcutITR3' figurées en trait plein sont spécifiques, AcutITR-C et AcutITR-L figurées en 
pointillés sont dégénérées. 
 
 
 
Figure 55 : Migration sur gel d’agarose des produits de PCR obtenus avec les 
amorces établies sur les ITR d'Aacutmar1-re. 
Puits 1: produits de PCR obtenus avec les amorces spécifiquesAcutITR-5'/AcutITR-3'. Puits 2 : 
produits de PCR obtenus par l'amorce dégénérée AcutITR-C. Puits 3 : produits de PCR obtenus 
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avec l'amorce dégénérée AcutITR-L. M : marqueur de taille Generuler  Mix. T- : témoin négatif  
(PCR réalisée sans ADNg). 
La PCR utilisant le couple d'amorces spécifiques AcutITR-5' et AcutITR-3' a donné deux 
bandes de 2100 et 1700 pb (puits 1, Fig. 55). Les amplifications réalisées d'une part 
avec l’amorce dégénérée courte, AcutITR-C (puits 2, Fig. 55) et d’autre part avec 
l’amorce longue, AcutITR-L (puits 3, Fig. 55) ont toutes deux donné deux bandes 
d’environ 2100 et 1000 pb. Les différentes amorces ont donc permis d’amplifier trois 
types de bandes : celles à la taille attendue (environ 2100 pb) et celles, plus courtes, 
d'une taille de 1700 et 1000 pb pouvant représentés des éléments Aacutmar1 tronqués. 
Les 3 types de bandes ont été clonés. Deux clones de chaque fragment (2100, 1700 et 
1000 bp) ont été séquencés. Après analyse, ont été obtenues des séquences pleine taille, 
nommées Aacutmar1.1 et 1.2 de 2114 pb, des séquences plus courtes, Aacutmar2.1 et 
2.2 de 1753 pb et Aacutmar3.1 et 3.2 de 1006 pb.Les analyses par BlastX ont montré 
queles séquencesAacutmar1correspondent à des MLE mais pas les séquences 
Aacutmar2 et 3, toutefois les3 typesde séquences ont été comparés entre elles en 
utilisant Aacutmar1.1 et Aacutmar1.2comme références. En fait, les séquences 
Aacutmar2 et Aacutmar3 présentent une délétion d’une partie importante du gène de la 
transposase, de 1615 pb et 1112 pb, respectivement. C'est pour cette raison que leur 
analyse par BlastX n'a pas permis la détection de transposons de type MLE. Dans les 
séquences Aacutmar2, la partie délétée a été remplacée par un fragment d’ADN qui ne 
correspond à aucune séquence répertoriée dans les banques de données. Il a également 
été recherché la correspondance possible de cette dernière avec un élément transposable. 
Le résultat s'étant avéré négatif, cette partie ne correspond pas à un ET inséré dans un 
élément tronqué d'Aacutmar1.  
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Figure 56 : Structure et organisation des différents éléments Aacutmar présents 
dans le génome d'A. acutiuscula. 
 
 3.2.2. Établissement d'un consensus pour les éléments Aacutmar1 
Les séquences Aacutmar1 sont des transposons de type mariner pleine taille. Les 
transposons étant généralement répétés dans le génome hôte, il nous a semblé important 
d'identifierplusieurs séquences afin de pouvoir établir un consensus. Il a été décidé de 
porter de deux à douze le nombre d'éléments Aacutmar1séquencés. Pour ce faire, quatre 
réactions de PCR indépendantesont été menées dans le but de diminuer la probabilité 
deré-amplifier une seule et même séquence. Pour chaque PCR, 3 clones ont été envoyés 
au séquençage. Un total de 12 séquences nucléotidiques d’Aacutmar1 a ainsi été obtenu 
et analysé en détail. Chaque séquence a été nommée Aacutmar1.X, X étant compris 
entre 1 et 12. Leur taille varie de 2094 à 2132 pb. Dans tous lesclones,le codon 
d'initiation ATG et le codon stop TAGont été identifiés. Parmi les 12 clones obtenus, 
six contiennent un cadre de lecture ouvert codant une transposaseputative(Tab. 8), les 
six autres possédant des mutations ponctuelles, des insertions et/ou des délétions 
générant des codons stop et/ou des décalages du cadre de lecture. Sur leur longueur 
totale, les 12 clones partagent une identité nucléotidique de 90 % à 99 % et leurs ORF 
une identité de 91 % à 99 % en nucléotides et de 83 à 99 % en acides aminés (Tab. 9). 
Ces résultats montrent un polymorphisme assez important des élémentsAacutmar1.Afin 
de compléter l'analyse, le contenu en GC de l'ensemble des séquences Aacutmar1 a été 
calculé ; il est situé entre42 et 45 % pour les éléments pleine taille et pour l'ORF. Le 
taux de GC en position 3 des codons de l'ORF est proche de 40 %, ce qui montre un 
usage préférentiel des codons utilisant davantage l'adénine et la thymine que la guanine 
et la cytosine.  
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Tableau 8 : Tableau récapitulant les caractéristiques des 12 séquences complètes des éléments Aacutmar1 et de leur consensus obtenus 
chez la diatomée A. acutiuscula. 
Pour chaque séquence sont précisés : son nom, sa longueur, la présence ou non de codons stop, de délétions  de décalages du cadre de lecture, le pourcentage 
de GC sur l'élément pleine taille, sur l'ORF et en position 3 des codons de l'ORF. 
Nom Longueur de MLE (pb) 
Longueur de l'ORF 
pb (acides aminés) 
ORF 
ininterrompue Décalages du cadre de lecture 
% GC 
MLE ORF 3ème position 
Aacutmar1.1 2114 1473 (491) 1  44,75 45,62 41,87 
Aacutmar1.2 2114 1473 (491) 1  44, 84 45,69 42,07 
Aacutmar1.3 2114 1473 (491) 1  44,89 45,69 41,87 
Aacutmar1.4 2130 1473 (491) 0 1 codon stop interne 44,74 45,49 42,89 
Aacutmar1.5 2132 1482 (494) 0 insertion de 5 pb, 3 codons stop internes 42,45 42,44 37,58 
Aacutmar1.6 2116 1476 (492) 0 3 codons stop internes 41,73 42,82 38,34 
Aacutmar1.7 2111 1470 (490) 1  44,95 45,58 42,16 
Aacutmar1.8 2094 1449 (483) 0 2 délétions de 24 et 15 pb, 1 codon stop 42,74 43,34 38,64 
Aacutmar1.9 2114 1473 (491) 1  44,75 45,82 42,07 
Aacutmar1.10 2113 1473 (492) 0 3 codons stop internes, insertion de 6 pb 41,84 42,91 39,63 
Aacutmar1.11 2114 1474 (492)  0 3 codons stop internes, insertion de 6 pb 42,05 42,3 43,9 
Aacutmar1.12 2130 1473 (491) 1  44,93 45,69 42,89 
ConsAacutmar1 2114 1491 (491) 1  44,23 45,13 41,68 
 
Tableau  9 : Comparaison deux à deux des 12 séquences complètes d’Aacutimar1. 
Pourcentage d’homologie sur la séquence complète et, entre parenthèses, sur l'OFR, en nucléotides et en acides aminés.  
 
 
Aacutmar1.1 Aacutmar1.2 Aacutmar1.3 Aacutmar1.4 Aacutmar1.5 Aacutmar1.6 Aacutmar1.7 Aacutmar1.8 Aacutmar1.9 Aacutmar1.10 Aacutmar1.11 
Aacutmar1.2 99 (99-99)           
Aacutmar1.3 99 (99-99) 99 (99-99)          
Aacutmar1.4 94 (94-94) 94 (94-93) 93 (94-94)         
Aacutmar1.5 91 (92-87) 91 (92-87) 91 (92-87) 91 (91-86)        
Aacutmar1.6 91 (92-89) 91 (92-89) 91 (92-89) 91 (92-88) 90 (91-84)       
Aacutmar1.7 99 (99-99) 99 (99-98) 99 (99-99) 94 (94-92) 91 (92-87) 91 (91-88)      
Aacutmar1.8 91 (92-89) 91 (92-89) 91 (92-89) 91 (91-88) 95 (95-88) 90 (91-88) 91 (92-88)     
Aacutmar1.9 99 (99-99) 99 (99-99) 99 (99-99) 94 (94-93) 91 (92-87) 91 (92-89) 99 (99-99) 91 (92-89)    
Aacutmar1.10 91 (91-89) 91 (91-89) 91 (91-89) 91 (92-87) 90 (91-84) 99 (99-99) 91 (92-87) 90 (91-86) 91 (91-88)   
Aacutmar1.11 91 (91-90) 91 (91-89) 91 (92-90) 91 (92-80) 90 (91-84) 99 (99-99) 91 (92-88) 90 (91-87) 91 (91-89) 99 (99-99)  
Aacutmar1.12 94 (94-94) 93 (94-93) 94 (94-94) 99 (99-99) 90 (91-86) 91 (92-88) 93 (94-92) 90 (91-88) 94 (94-93) 91 (91-82) 91 (92-91) 
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 3.2.3. Caractérisation des séquences complètes Aacutmar1 
L'alignement des 12 séquences d'Aacutmar a permis de déduire un consensus nommé 
ConsAacutmar1. Ce dernier a une longueur totale de 2114 pb. Comme mentionné plus 
haut, les ITR ont une longueur de 27 pb. Les UTR ont une longueur moyenne de 150 pb 
en région 5' et 430 pb en région 3'. Dans ces séquences, la recherche d'une boîte TATA 
avecle logiciel HCtata a révélé une boîteputative en position 124 à 129 pb (Fig. 57) 
Après traduction en protéines de ConsAacutmar1, il a été observé un gène à cadre de 
lecture ouvert correspondant à une transposase de 491 acides aminés. Celle-ci a été 
appelée AaTnp (pour Amphora acutiuscula Transposase), elle présente un codon 
d'initiation detraduction(ATG) en position 180 et un codon stop en position 1653. 
 Recherche de motifs Hélice-Tour-Hélice (HTH)  
La séquence consensus AaTnp a été placée dans le logiciel de prédiction de motifs 
Hélice-Tour-Hélice. La structure prédite a révéléla présence d'un HTH, 
"GSFTDVAKKFGVRPRCVGELWA", des acides aminés 60 à 81 dans le domaine de 
liaison à l'ADN avec un score de 3,25. Ce score indiqueque la protéinecontient un HTH 
avec uneprobabilité proche de 50 %. Un second motif HTH, 
"KSYHGLAAQIGVSKTTLLRYR", positionné du 128ème au 148ème acide aminé, est 
prédit mais avec un score faible de 2,02, ce qui ne permet pas d’affirmer la présence de 
ce second motif. 
 Recherche de signaux de localisation nucléaire (NLS)  
La recherche de signaux de localisation nucléaire a été effectuée dans toute la séquence 
AaTnp à l’aide du logiciel NLS Mapper. Une structure NLS, 
"RYRKEFLVRHSNALKPTLTPEHKAARLEF"est prédite avec un score relativement 
élevé de 3,2 indiquant la présence probable de ce type de signal. Ce motif chevauche sur 
4 acides aminés le deuxième HTH (Fig. 57). Le motif NLS est localisé dans le domaine 
de liaison à l'ADN de la protéine du 145ème au 173ème acide aminé. (Numéro d'acide 
aminé dans la transposase). 
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Figure 57 : Séquence consensus du transposon ConsAacutmar1. 
La traduction in silico en protéine du gène de la transposase est donnée sous la séquence nucléique. Les motifs caractéristiques de la transposase mariner sont 
grisés pour les 2 HTH, souligné par un double trait pour le NLS, grisés pour les trois motifs de la triade catalytique avec chaque D indiqué en rouge et 
souligné. LesITRsont signalés par une flèche à chaque extrémité. La boîteTATAputative est entourée et les nucléotides indiqués en rouges. Lesnombres notés 
à gauche correspondent respectivementaux nucléotideset aux acides aminés.  
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 Recherche des motifs autour de la triade catalytique (DD43D) 
Les trois principauxmotifs conservés dans les transposases de végétaux :"HIDEKWF", 
"IQQDNARTH" et "NSPDL/MNLDLGFF" sont retrouvés mais avec quelques 
modifications. Dans la transposaseAaTnp, ces motifs sont remplacés respectivement par 
"HVDEKWF", "IQQDGSTAH" et "QSPDTNIDLAFF". Dans toutes les traductions 
des séquences complètes d'Aacutmar1 et dans la séquenceconsensus AaTnp, la triade 
catalytique est toujours DD43D. 
La structurespatiale putative de l'enzyme AaTnpa été recherchée àl'aide du programme 
de prédictionde structure Modeler. Ce programme compare une protéine à celles du 
même type dont la structure a été cristallographiée et qui sont décrites dans les banques 
de conformation de protéines. A ce jour, seule la transposase marinerMos1 a été 
cristallographiée. Malgré la faible quantité de données présentes dans les banques pour 
les MLE, la comparaison des deux transposases a été tentée. Aucun résultat n'a été 
obtenu, ce qui peut s'expliquer par le fait qu’AaTnp diffère fortement de Mos1. 
Les caractéristiques de la transposase AaTnp définies ci-dessus telles que la position des 
motifs HTH, NLS, la structure de la triade catalytique, etc. sont reprises dans le 
paragraphe suivant qui porte sur la comparaison d'AaTnp avec les transposases isolées 
de végétaux disponibles dans les banques de données. 
 3.2.4. Comparaison de ConsAacutmar1 avec des MLE de plantes 
disponibles dans les banques de données 
Une analyse par BlastX du transposon ConsAacutmar1 a montré qu’il possède une 
homologie avec des MLE disponibles dans les banques de données. Les éléments 
complets qui lui sont les plus proches sont les MLE isolés d’Angiospermes parmi 
lesquels on peut citer les éléments : Psmar1A du petit pois Pisum sativum (34,2 % 
d’identité), Costa de la diatomée marine Pseudo-nitzschia multiseries (32,8 %), Osmar1 
du riz Oryza sativa (28,9 %), Vulmar1 de la betterave Beta vulgaris (27,2 %), Soymar1 
du soja (31,8 %) et Phmar1 dubambou Phyllostachys edulis (28,5 %) (Tab. 10). 
Il est à noter que parmi ces éléments, Costa est un consensus, les autres étant des 
séquences mises en évidence dans les génomes par des manipulations de biologie 
moléculaire.  
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Tableau 10 : Liste des transposases putatives dont la séquence protéique a été 
comparée avec ConsAacutmar et leur pourcentage d’homologie avec 
ConsAacutmar. 
 
Espèce Elément 
Homologie 
avec 
ConsAacutmar 
 Taille 
(aa)  Accession Référence 
P. sativum (pois) Psmar1A 34,2 412 AY833549 Macas et al., 2005 
P.multiseries (diatomée) Costa 32,8 503 JX013907 Non publiée 
G. max (soja)  Soymar1 31,8 425 AF078934 Jarvick et Lark, 1998 
O. sativa (riz) Osmar1 28,9 576 AF172282 Tarchini et al., 2000 
P. edulis (bambou) Phmar1 28,5 499  HM581665 Zhou et al., 2011 
B. vulgaris (betterave) Vulmar1 27,2 519 AJ556159 Jacobs et al.,  2004 
A. acutiuscula (diatomée) ConsAacutmar1 - 491  Présent travail 
 
Au niveau de la triade catalytique, les trois blocs d’acidesaminés conservés autour de 
chaque acide aspartique sont également présents (Fig. 59). Les transposons isolés de 
végétauxsont caractérisés parunesignaturetypique de la triade catalytiqueavec le motif 
DD39D, cette caractéristique n'est présente ni chez ConsAacutmar1, ni dans les 
séquences Aacutmar1 prises individuellement qui possèdent toutes un motif DD43D 
comme mentionné précédemment. Toutes les transposases analysées iciprésentent un ou 
deux motifs Hélice-Tour-Hélice (HTH), ceux-ci ont été détectés à l'aide du logiciel 
"HTH prediction" (Tab. 11). Chaque motif est constitué de 22 acides aminés. Les deux 
motifs sont espacés de 35 à 45 résidus avec, au centre de cette zone, un motif très 
conservé de trois acides aminés, GRK. 
Tableau 11 : Séquences des motifs Hélice-Tour-Hélice de transposases de plantes et 
de diatomées. 
Le scoreindiquelaprobabilitéque la protéinecontienne un motif HTH. D1 : distance en acides 
aminés entre HTH-1 et le motif GRK. D2 : distance en acides aminés entre le motif GRK et 
HTH-2. 
 
Élément HTH1 (score - probabilité) D1 Motif D2 HTH 2 (score - probabilité) 
Osmar1 HESKEVSAKFSVPIRTVQRIWK (2.6 - Probabilité 25 %) 21 GRK 17 
TTIQDVATQLGVSTSKVYRMKK 
(5.93 - Probabilité 100 %) 
Vulmar1 YALKKTAEKYGVSRHTIERLWK (4.59- Probabilité 100 %) 21 GRK 17 
TSVRCFAGALKVSPSAIYRLLK 
(4.60 - Possibilité 100 %) 
Soymar1 GVKESVASSFSVCRKTIDRIWK (1.63 - Probabilité non significative) 18 GRK 17 
TTVRTLAVAMKTNTSAMYRLIQ 
(2.95- Probabilité 25 %) 
Costa GAFKESAALFGVTARTCSRVWK (3.54 - Probabilité 70 %) 23 GRK 18 
SDLRTLSAASGIARTTLGNYVK 
(1.31 - Probabilité non significative) 
Phmar1 HDTTIVSSQFGVKIRSVQRIWK (1.19 - Probabilité significative) 22 GRK 17 
MTIEDVSSRLGISKSRIQRYLK 
(5.96 - Probabilité 100 %) 
Psmar1A GATNEVASSNSVPLRTVQRIWK (0.2 - Probabilité non significative) 18 GRK 17 
TNIRSLAFALKTNPTSVFRLIK 
(3.32- Probabilité 50 %) 
ConsAacu
tmar1 
GSFTDVAKKFGVRPRCVGELWA 
(3.25- Probabilité 50 %) 23 GRK 20 
KSYHGLAAQIGVPKTTLLRYRK 
(2.02 - Probabilité non significative) 
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Figure 58 : Alignement d'AaTnp avec les transposases d'autres éléments complets de la famille mariner. 
 
ConsAacutmar1a ététraduitin silico en protéine nommée AaTnp puisaligné avec les  transposasesOsmar1(AF172282), Vulmar1 (AJ556159), 
Soymar1(AF078934), Psmar1A (AY833549) Costa (JX013907), Phmar1 (HM581665) en utilisantleslogicielsClustalW2 puis GeneDoc. Dans les séquences, 
les deux motifs HTH sont entourés en rouge et le NLS est entouré par des pointillés bleus. Les motifs conservés de la triade catalytique sont entourés en gris et 
les D sont positionnés en rouge. 
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Dans chaque transposase, un signal de localisation nucléaire (NLS) a été recherché à 
l'aide du logicielNLS Mapper (Tab. 12 et Fig. 59). Comme mentionné précédemment, 
ce motif a été détecté dans ConsAacutmar avec un score moyen de 3,2. Parmi les 
transposases étudiées, la probabilité la plus élevée de présence d'un NLS a été détectée 
dans la transposase de l'élément Soymar1du soja (score de 8,5). Inversement, il a été 
noté que la prédiction du NLS dans la séquence de la transposase de l'élément Costa de 
la diatomée P. multiseries donne un motif de NLS court de 12 acides aminés, 
"LTEKNKKARVEF". Ce motifprésente des similarités avec d'autres NLS, ce qui 
explique sa détection par le logiciel avec une probabilité un peu inférieure à 50 % (score 
de 3). Les motifs NLS des transposases sont localisés à des positions similaires dans les 
différentes protéines. On peut remarquer également que dans chaque transposase, le 
NLS chevauche sur 4 acides aminés le deuxième HTH (Fig. 58). 
 
Tableau 12 : Identification des motifs NLS prédits dans les transposases de plantes 
et de diatomées. 
 
Élément Motif NLS Nombre aa Score 
Osmar1 RMKKEGAIKRVSSSLDPHLTDQNKIDRLKW 30 3,6 
Vulmar1 RLLKKGKLRSHTSSHHRSLTETHKLERMKW 30 4,1 
Soymar1 RLIQSGAIKRHSSAIKPQLTEEGKRLRLEF 30 8,5 
Costa LTEKNKKARVEF  12 3,0 
Phmar1 RYLKKGLLRRHSSSIKPYLTDANKKTRLKW 30 4,4 
Psmar1A RLIKSGAIRRNSNAIKPLLKEENKISRLEF 30 2,5 
ConsAacutmar1 RYRKEFLVRHSNALKPTLTPEHKAARLEF 29 3,2 
 
 
 
Figure 59 : Alignement des motifs NLS des transposases de plantes et de 
diatomées. 
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 3.3. Estimation du nombre de copies d'Aacutmar dans le génome de A. 
acutiuscula 
Après avoir caractérisé les éléments Aacutmar, nous nous sommes intéressés à 
leurnombre de copies dans le génome hôte. Cette estimation a été réalisée par deux 
méthodes : la première est qualitative et permet de visualiser l'envahissement du 
génome hôte par l'élément recherché, elle a été effectuée par Southern blot, la seconde 
est quantitative et permet d'estimer le nombre de copies, elle a été réalisée par PCR 
quantitative. 
 3.3.1. Visualisation des copies d’Aacutmar par Southern blot 
Un Southern-blot a été réalisé à partir de cinq extractions d’ADNgdigéré par HindIII. 
Outre les ADNg digérés, les ADNg non digérés ont également été transférés sur la 
membrane de nylon, (Fig. 60) ainsi que deux produits de PCR d'environ 400 pb et 2100 
pb spécifiques de Aacutmar1 et obtenus grâce aux amorces MLE5A/MLE3A et AcutITR-
5'/AcutITR-3'(Fig. 61) respectivement, ces deux derniers servant de contrôles positifs de 
l'hybridation.  
 
 
Figure 60 : Migration sur gel d’agarose d'agarose 1 % des ADNg d’A.acutiuscula. 
 
M : marqueur de taille; puits de 1 à 5 : ADN génomiquesd'A. acutiuscula digérésavec l'enzyme 
HindIII; puits de 6 à 10 : ADN génomiquesd'A. acutiuscula non digérés; puits 11 : témoin 
d’hybridation n°1 produit de PCR de 400 pb obtenu avec les amorces MLE5A et MLE3A et puits 
12 : témoin d’hybritaion n°2 produit de PCR de 2100 pb obtenu avec les amorces AcutITR-5' et 
AcutITR-3'. Avant dépôt sur gel, les deux bandes constituant les témoins ont été purifiées par 
élution. 
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Figure 61 : Schéma de la localisation de la sonde de 400 pb et des deux séquences 
témoins. 
Les flèches en noir représentent la localisation des amorces MLE5A/MLE3A et AcutITR-5' 
/AcutITR-3' 
 
La figure 62-A montre les ADNg digérés et non digérés. Pour les ADNg non digérés, la 
présence de "smears" indique une légère dégradation du matériel génétique utilisé. Les 
deux produits de PCR-témoins déposés sur gel ne sont pas visibles car une très petite 
quantité (1 ng) a été déposée afin que le signal après hybridation ne soit pas trop 
important. 
Afin de confirmer la présence des MLE chez A. acutiuscula et de visualiser 
l'envahissement du génome par Aacutmar1, la membrane de nylon issue du transfert des 
ADN a été hybridée avec une sonde d'environ 400 pb radiomarquée préparée à partir du 
produit de PCR obtenu avec les amorces MLE5A et MLE3A (Fig. 62-B). 
 
    A     B 
Figure 62 : Southern blot obtenu à partir d'un transfert d'ADNg et de témoins 
d'hybridation. 
A) ADNg digérés par HindIII et non digérés, B) témoins d’hybridation : produits de PCR 
d'environ 400 pb et 2115 pb amplifiés respectivement avec les amorces MLE5A/MLE3A et 
AcutITR-5'/AcutITR-3'. 
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La figure 62-B montre une hybridation des deux témoins confirmant bien l’accrochage 
des sondes sur leurs cibles. En ce qui concerne la présence d’Aacutmar1 dans le génome 
d'A. acutiuscula, celle-ci est confirmée par le signal, bien que faible, obtenu dans les 
puits 6 à 10. Parallèlement,sur les ADNg digérés, l’hybridation tout le long des 
"smears" (puits 1 à 5) indiquent un nombre de copies probablement élevé dans le 
génome-hôte.Dans tous les cas, les signaux obtenus pour les hybridations sont faibles 
mais visibles sur les autoradiogrammes. 
 3.3.2 Estimation du nombre de copies par PCR quantitative 
Afin de quantifier le nombre de copies d'Aacutmar1 dans le génome d'A. acutiuscula, la 
technique de PCR en temps réel a été employée sur 4 des 5 échantillons d'ADNg utilisés 
en Southern-blot. L’une des extractions ayant été déposée en totalité sur gel pour le 
transfert, elle n’a pu servir pour la deuxième quantification. Parallèlement, la 
quantification a été réalisée sur une gamme étalon constituée par des dilutions d’un 
plasmide contenant un fragment du transposon Aacutmar1de 96 pb préalablement 
amplifié avec les amorces acutimarF1/acutimarR1.  
Pour la gamme étalon, des cultures bactériennes ont été réalisées afin d'extraire le 
plasmide contenant l'insert d'intérêt. La concentration en plasmides obtenue était 
d'environ 223 µg/mL soit 13,38 µg dans les 60 µL extraits. Sachant qu'un nucléotide a 
une masse moléculaire moyenne de 330 g/mol et que le plasmide contenant l'insert a 
une taille de 3096 pb et est double brin, sa masse moléculaire est de 2043360 g/mol. Le 
nombre de moles est alors de 13,38.10-6 / 2043360 = 6,54.10-12 moles soit 3,937.1012 
copies de plasmides dans les 60 µL extraits. 4,9 µL ont été utilisés, après une dilution de 
5600 fois pour la PCR quantitative. Au final le nombre de copies de plasmides est 
estimé à 5,75.107 dans chaque puits. 
L’efficacité des amorcesacutimarF1/acutimarR1 sur la suspension de plasmides purifiés 
a été estimée à partir d’une gamme de dilutions allant de 6.107 plasmides à 6 plasmides. 
L’efficacité obtenue était de 109,196 % et le R² de 0,995 avec des amorces à une 
concentration finale de 0,8 µM (Fig. 63) avec une PAE de 1,065 ce qui montre une 
efficacité correcte et de bonnes conditions de Q-RT-PCRpour amplifier le fragment 
ciblé. 
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Figure 63: Courbe standard obtenue avec les amorces acutimarF1/R1 sur une 
gamme de concentrations en plasmides contenant un fragment du gène Aacutmar1. 
 
Parallèlement, l’efficacité de ces mêmes amorces a été déterminée sur 4,9 µL d’ADNg à 
partir d’une gamme de dilutions (1/40, 1/80, 1/160, 1/320 et 1/640) réalisée sur les 
quatre ADNg différents. L’efficacité obtenue était de 103,639 % et le R² de 0,998 avec 
des amorces à une concentration finale dans le milieu réactionnel de PCR en temps réel 
de 0,8 µM (Fig. 64) avec une PAE de 1,04 montrant, comme pour le plasmide, 
l’efficacité des amorces à se fixer aux séquences recherchées. 
 
Figure 64 : Courbe standard obtenue sur ADNg avec les amorces ciblant le gène de 
la transposase d’Aacutmar1. 
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Afin de pouvoir estimer le nombre de copies par génome, il s’est avéré nécessaire de 
dénombrer le nombre de cellules ayant été utilisé pour chaque extraction. Pour cela, le 
nombre de cellules en culture a été estimé à l’aide d’un hématimètre Neubauer. Après 
extraction des ADNg, chaque échantillon, d’un volume de 80 µL, a été dosé par 
spectrophotométrie (Tab. 13). 
La méthode utilisée pour calculer le nombre de copies de MLE Aacutmar1 dans le 
génome est donc celle de la comparaison des Ct entre l'ADNg et le plasmide, dans 
chaque puits. Enfin, rapporté au volume extrait et au nombre de cellules dans la culture, 
le nombre de copies de MLE Aacutmar1 dans les échantillons varie entre 11 à 29 (Tab. 
13). 
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Tableau 13 : Résultats de l’estimation du nombre de copies de MLE dans le génome d’A. acutiuscula NNC 216 par PCR en temps réel. 
 
 
 
Nombre de cellules 
total dans la culture 
Concentration 
en ng/µL Ct ∆Ct 2
-∆Ct
 
Nombre de copies 
dans le puits 
Nombre de copies 
dans l'extrait d'ADN 
Nombre de copies 
par génome 
ADN 1 186875000 694 20,7 -0,325 1,252 52078 2002519848 11 
ADN 2 120625000 963 20,9 -0,134 1,098 45634 2258592143 19 
ADN 3 131875000 2945 21,8 0,803 0,573 23825 3784896665 29 
ADN 4 180750000 2955 21,7 0,657 0,634 26367 4427187039 24 
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 3.4. Relations phylogénétiques des MLE d’A. acutiuscula avec ceux des 
plantes et des autres Straménopiles présents dans les banques de données 
La position des MLEd'A. acutiuscula a été étudiée du point de vue phylogénétique par 
rapport à celle des éléments de la superfamille Tc1-mariner et plus particulièrement par 
rapport à celle des MLE de Straménopiles et de plantes Angiospermes. L'utilisation de 
l'Inférence Bayésienne a permis d'étudier les relations phylogénétiques présentent entre 
les MLEd’A. acutiuscula et ceux des sous-famillespréalablement identifiées et ce, sur 
l’ensemble de laséquence du gène codant la transposase.L'arbre phylogénétique 
consensus présenté dans la figure 65 a été construit par le logiciel MrBayes et il a 
étéenraciné avec des séquences de TLE (Tc1-like elements) présentant une triade 
catalytique de structure DD34E. 
En excluant le groupe externe, l’arbre se divise en trois principaux groupes ou clades 
paraphylétiques soutenus par de fortes valeurs de probabilité postérieure, ce qui reflète 
une distance phylogénétique importante entre les clades et donc entre les éléments qui 
les composent.  
- Le premier clade est constitué par les éléments de la sous famille maT qui 
possèdent une structure de triade catalytique de type DD37D et des éléments mariner 
et mariner-like qui ont une triade de type DD34D. Au sein de ce groupe, les sous-
familles de MLE marmoratus, irritans, cecropia, elegans, mellifera et mauritiana 
ont été identifiées. 
- Le second clade est constitué de deux séquences qui sont caractérisées par une 
structure de la triade putative de type DD41D, il correspond à la sous-famille rosa. 
- Le troisième et dernier clade est soutenu par une valeur de probabilité postérieure 
de 99 et se divise en deux branches principales :  
D’une part, les séquences dont la structure protéique putative correspond à une triade de 
type DD37E et d’autre part, celles ayant une structure de la triade catalytique putative 
DD39D, DD43D et DD45D. Cette branche est supportée par une valeur de probabilité 
postérieure de 100 et regroupe des séquences isolées d’espèces appartenant aux lignées 
des plantes et des Straménopiles, c'est-à-dire des organismes hôtes possédant des 
chloroplastes (plantes, algues vertes, diatomées) ou en ayant possédés (oomycètes). La 
majorité de ces séquences provient de génomes de plantes. C’est dans ce dernier clade 
qu’est positionnée la séquence consensus MLE d’A. acutiuscula présentant la structure 
DD43D.  
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Figure 65 : Relations phylogénétiques entre les transposases complètes des MLE de 
Straménopiles et les MLE des plantes angiospermes terrestres. 
L’arbre a été généré par comparaison des séquences de MLE de la diatomée A. acutiuscula 
obtenue (en bleue) dans le présent travail avec les MLE de Straménopiles et de plantes terrestres 
extraits des banques de données. Les relations phylogénétiques ont été établies par référence 
avec les autres séquences de transposases complètes de la superfamille Tc1-mariner. En rouge 
est indiqué le groupe des Tc1-like elements représentant le groupe externe de cette analyse. 
Chaque groupe de la superfamille Tc1-mariner est représenté par une couleur différente et les 
sousfamilles précédemment identifiées sont indiquées en gris. Les MLE de plantes sont 
représentés en vert tandis que les MLE de Straménopiles sont indiqués en bleu. Les noms de 
chacun des éléments sont suivis du nom de l’espèce au sein de laquelle l’élément a été mis en 
évidence. L’analyse phylogénétique a été réalisée grâce au logiciel Mr Bayes avec la méthode 
d’inférence Bayésienne et les probabilités postérieures sont indiquées lorsqu’elles sont 
supérieures à 50. 
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Il est à noter que les éléments DD39D identifiés chez les plantes sont proches des 
éléments DD39D identifiés chez une diatomée (Costa identifié in silico chez P. 
multiseries) et des oomycètes (B10 et B21 identifiés in silico chez P. infestans). Nous 
pouvons également noter que la séquence MLE consensus d’A. acutiuscula se 
positionne au milieu de ces éléments bien qu’elle présente une structure de la triade 
catalytique putative de type DD43D. Les MLE isolés chez la microalgue verte O. tauri 
(Prasinophyceae) se positionnent sur une branche supportée par une valeur de 
probabilité postérieure de 100 et qui diverge très tôt par rapport au reste du groupe 
indiquant que ces séquences ont probablement évolué de manière plus rapide que celles 
du reste du groupe. Il apparaît également que les éléments de O. tauri ont probablement 
accumulé plus de mutations comme le suggère la longueur de la branche qui les porte. 
Cette analyse permet de montrer que les MLEd'A. acutiusculas ont dans le groupe des 
MLE des Straménopiles et des plantes, indiquant clairement que ces éléments sont 
phylogénétiquement apparentés. 
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4. Allongement de l'extrémité 3' de l’élément Re-3.2 
Dans la séquence reconstruite Re-3.1, nous avons pu identifier un transposon complet 
avec ses deux ITR mais dans le fragment Re-3.2qui est un peu plus court quel’élément 
Re-3.1, seul l’ITR-5’ a été identifié. Nous avons donc poursuivi l’allongement de 
l’extrémité 3' de la séquence Re-3.2 pour rechercher l’ITR-3’. Les deux séquences 
reconstruites Re-3.1 et -3.2 partagent une séquence identique de 1782 pb en région 5' 
mais sont différents en région 3'. Pour cela, l'enzyme NspI qui coupe à l’intérieur de Re-
3.2 a été choisie et deux couples d'amorces chevauchantes ont été définis, les amorces 
sens AcutR6 (ext et int) situées dans la partie commune des Re-3 et les amorces antisens 
AcutF8 (ext et int) situées dans la zone spécifique de la séquenceRe-3.2 (Fig. 66). 
 
 
Figure 66 : Schéma permettant de localiser les amorces ayant servi à l'allongement 
de l'extrémité 3' de l’élément Re-3.2. 
 
L'enzyme NspI qui coupe à l'intérieur de la séquence Re-3.2 au niveau du domaine catalytique a 
été utilisée. Les flèches en bleu et en rouge représentent les deux couples d'amorces 
chevauchantes utilisés. Les amorces AcutR6ext et AcutF8ext (pour externe) ont été utilisées pour 
l'iPCR n°1 et les amorces AcutR6int et AcutF8int (pour interne) pour l'iPCR n°2. La ligne en 
pointillésreprésenteles régions bordant l’élément Re-3.2. 
 
Après l’iPCR, un fragment d'environ 2800 pb a été obtenu(Fig. 67). Il a été cloné et 
deux clones ont été séquencés. Ces derniers ont été nommés NspIR6F8-1 et NspIR6F8-
2, ils sont similaires à 99,3 %, de ce fait, seul, le clone NspIR6F8-1 a été utilisé pour 
l’analyse. Il a été séparé en deux parties, NspIR6F8-5' et NspIR6F8-3', au niveau du site 
de restriction de l'enzyme NspI, puis le fragment NspIR6F8-3'(1912 pb) a été aligné 
avec la région 3’ de la séquence reconstruite Re-3.2 (Fig. 68-A). 
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Figure 67 : Migration sur gel d’agarose des produits d’amplification du fragment 
bordant l'extrémité 3' de la séquence Re-3.2. 
 
A - Puits 1 : produit de la première iPCR utilisant comme matrice l’ADNg digéré par l'enzyme 
NspI et le couple d'amorces externes AcutR6ext et AcutF8ext. B - Puits 1 : produit de la seconde 
iPCR utilisant comme matrice le produit de l’iPCR précédente et le couple d'amorces internes 
AcutR6int et AcutF8int. M : marqueur de taille GeneRuler 100 pb. T- : témoin négatif (iPCR 
réalisée sans ADNg). 
 
L’assemblage des séquences Re-3.2 et NspIR6F8-3' obtenues par iPCR apermis de 
reconstruire un nouvel élément nommé Re-4 pour reconstruit n°4. Celui-ci mesure 3855 
pb (Fig. 68-B). Des amorcesont été définies sur ce dernier pour vérifier sa présence 
effective dans le génome d'A. acutiuscula (Fig. 69-A). 
L’amplification effectuée sur l’ADNg avec les amorces B-ATG et VRe-4 a donné un 
fragment d’environ 3300 pb (Fig. 69-B). Après séquençage, un clone de 3303 pb 
nommé BATG/VRe-4 a été obtenu et analysé. Sa comparaison par alignement avec la 
séquence reconstruite Re-4indique une identité de 94,88 % au niveau nucléique 
(alignement présenté dans l’annexe 5 page 234). L’ITR3’ est absent de cette séquence 
qui est tronquée en région 3’, ce nouvel élément est nommé Aacutmar4. 
La comparaison par alignement de ConsAacutmar1 et d’Aacutmar4 montre une 
similarité de 86 %  sur les 1474 premières paires de bases (Fig. 70). Aacutmar4 a perdu 
la partie finale de 144 pb située de la fin du gène de transposase à l’extrémité de l’ ITR-
3'. Aacutmar4 possède des mutations ponctuelles générant plusieurs codons stop et un 
décalage du cadre de lecture. Aacutmar4 présente troisdélétions importantes: une grande 
délétion de 24 pb "TCAAAACAAAAGAACTCACTGATA" (positions 271 à 294), une 
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de 3 pb "GTC" en 745-747 et une de 8 pb " AGATGGCC" (positions 926 à 933) (Fig. 
70). Ces délétions sont entourées de courtes répétitions directes (micro-homologies de 4 
à 6 pb) autour du point de délétion. Les micro-homologies: "AAGA" pour la délétion de 
24 pb ; "GAATGT" pour la délétion de 3 pb et "GGATGG" pour la délétion de 8 pb. 
 
 
Figure 68 : A) Schéma de l’élément reconstruit Re-4 montrant la localisation des 
amorces définies pour vérifier sa présence dans le génome d’A. acutiuscula. B) 
Amplification du fragment de vérification de la présence de Re-4. 
 
En résumé, les éléments MLE Aacutmarpeuvent être séparés enquatretypes distincts, les 
éléments complets Aacutmar1sous une forme presqueexclusivementintacte; les 
éléments délétés Aacutmar2 qui sont perdu une grande partie interne du gène de la 
transposase ; les éléments délétés Aacutmar3 ont perdu une grande partie qui a été 
remplacée par une séquence ne correspondant pas à un ET et les éléments tronqués en 
région 3' Aacutmar4qui sont probablement immobiles du fait de la perte de leur ITR-3’. 
Les trois premiers types contenant les ITR peuvent quant à eux être mobilisés par une 
transposase AaTnp. 
 144 
 
 
 
 
Figure 69 : A) Schéma de l'alignement du fragment NspIR6F8-3' avec la séquence Re-3.2. B) L’assemblage du fragment NspIR6F8-3' 
avec Re-3.2 a permis de former la séquence Re-4. 
Dans celle-ci ont été détectés depuis la région 5' vers 3' : le site cible TA, l’ITR5’, les motifs HTH 1 et 2 (écrits en noir), le NLS (en bleu), les trois D de la 
triade catalytique (en rouge). L’ITR3’ n’a, quant à lui, pas pu être identifié, il est donc absent de cette séquence.  
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Figure 70 : Alignement de ConsAacutmar1 et d’Aacutmar4. 
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5. Discussion 
 5.1. Présence des MLE dans le génome d'A. acutiuscula et obtention 
d'un élément complet 
Dans le présent travail, nous avons recherché les éléments transposables de type mariner 
dans le génome de la microalgue marine A. acutiuscula. Ces transposons ont été choisis 
car ils sont très répandus chez les eucaryotes. S’ils ont été bien étudiés chez les animaux, 
notamment les insectes, chez les plantes, ou encore chez l’homme, ils restent, à ce jour, 
peu décrits chez les microalgues (Robertson et al., 2002 ; FeschotteetWessler, 2002 ; 
Plasterk et van Luenen, 2002 ; Robertson et Zumpano, 1997 ; Robertson et Martos, 
1997). Pour ces dernières, on peut citer le dépôt récent dans les banques de données de 
l’élément complet Costa découvert in silico dans le génome séquencé de la diatomée 
marine P. multiseries (n° d’accession JX013907, non publié) et des travaux ayant conduit 
à l’obtention de séquences partielles de MLE chez 10 espèces de diatomées dont A. 
acutiuscula (Hermann et al., soumis) et ce, grâce aux amorces dégénérées définies 
parFeschotte et Wessleren 2002. Ces amorcesbordent unfragment internedugène de la 
transposase d'environ 400 pb, situé entre les deux premiersrésidus acides aspartiquesde la 
triade catalytiqueet couvrant environ130acides aminés du cadrede lecture de la protéine. 
Chez de nombreuses plantes, l'utilisation de ces amorces a généréune ou 
plusieursséquences partiellescorrespondant au gène de la transposase de MLE (Feschotte 
et Wessler, 2002, Jacobs et al., 2004 ; Zhou et al., 2010). Chez A. acutiuscula, ces mêmes 
amorces ont permis de détecter des fragments partiels de MLEdans le génome hôte(Thèse 
D. Hermann, 2011 et présent travail). Une fois les MLE détectés, nous nous sommes 
attachés à obtenir l'élément complet. Pour cela, une stratégie de PCR inverse a été mise 
en place afin d'amplifier les régions bordant la séquence initiale de 400 pb et permettre, 
en marchant de proche en proche le long du fragment, d'obtenir un élément complet avec 
ses ITR. Après une série d'amplifications par iPCR, nous avons pu obtenir par 
assemblage in silico un élément pleine taille nomméAacutmar1-re et mesurant environ 
2130 pb. Aacutmar1-re étant une reconstruction informatique de l’élément, sa présence 
dans le génome d'A. acutiuscula devait encore être confirmée. Pour cela les ITR ont servi 
de matrice pour définir des amorces susceptibles de permettre l'amplification par PCR 
d'un transposon Aacutmar complet à partir de l’ADNg d’A. acutiuscula. 
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 5.2. Amplification des MLE dans le génome d'A. acutiuscula avec les 
amorces d'ITR 
A l'aide des amorces définies sur les ITR, trois types de MLE ont été isolés :Aacutmar1, 
Aacutmar2 et Aacutmar3. Aacutmar1 est l'élément pleine taille alors que Aacutmar2 et 3 
sont des éléments tronqués. 
Pour Aacutmar1, au total, 12 séquences différentes ont été amplifiées, elles ont une taille 
comprise entre 2094 et 2132 pb et des pourcentages d’homologie qui varient entre 90 et 
99 %. Si l’on compare les séquences isolées directement du génome avec l’élément 
reconstruit Aacutmar1, les homologies sont comprises entre 87 et 90 %. L’élément 
reconstruit a très probablement été établi à partir de différentes copies de MLE, ce qui 
peut expliquer des taux d’homologie inférieurs à 90 % avec les "séquences vraies". 
Dans les séquences Aacutmar2 qui ont une taille de 1753 pb, une partie interne de la 
transposase a été remplacée par un fragment d'ADN n'ayant aucune correspondance avec 
une séquence connue. La possibilité que cette dernière soit un ET a été envisagée, son 
analyse a donc été complétée par la détection d’éventuelles répétitions à ses extrémités 
qu’elle soit orientées dans le même sens ou en sens inverse, mais aucune correspondance 
n'a été détectée. Dans Aacutmar2, il ne s'agit donc pas de l'insertion d'un ET dans un 
élément tronqué Aacutmar1. 
L'élément Aacutmar3 a, quant à lui, perdu une grande partie du gène de la transposase, 
seul le motif HTH-1 est encore présent dans sa séquence. Il mesure 1006 pb de long mais 
seule une petite partie des 1110 pb correspond au MLE Aacutmar. 
  
 5.3. Comparaison des séquences nucléotidiques d’Aacutmar1 à celles de 
MLE végétaux des banques de données 
Si l’élément Aacutmar1 présentedes similitudes avec les éléments complets isolés chez 
les plantes et une diatomée (Tab. 14), il est cependant plus petit que les transposons issus 
des autres espèces. En effet, la longueur moyenne du consensus est de 2114 pb, alors que 
Soymar1 chez le soja a une taille de 3491 pb (Jarvik etLark,1998),Osmar1chez leriz de 
5259pb (Tarchiniet al., 2000), Vulmar1 chez la betterave mesure 3909 pb (Jacobs et al., 
2004), Psmar1 chez le pois de 3204 pb (Macas et al., 2005) et Phmar1du bambou 3452 
pb (Zhou et al., 2011), Costa chez la diatomée a une taille de 3035 pb. Dans ces 
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séquences si les ITR et les ORF ont des longueurs comparables, on note de grandes 
différences de taille au niveau des UTR, par exemple l’UTR-5’ d’Aacutimar1 mesure 152 
pb mais atteint plus de 1890 pb chez Osmar1. Il est difficile d’interpréter les différences 
de taille au niveau des UTR, toutefois, il serait intéressant de rechercher dans ces 
séquences d’éventuels promoteurs, par exemple Miskey et al. (2007) ont montré que les 
180 pb de l’UTR-5’ de l’élément mariner isolé de l’humain, Hsmar1 contient une 
séquence promotrice.  
Tableau 14 : La longueur des ITR, des UTR, de l'ORF des MLE complets chez les 
végétaux. 
 
Élément Longueur (pb) 
ITR-5' 
(pb) 
UTR-5' 
(pb) 
ORF 
(pb) 
UTR-3' 
(pb) 
ITR-3' 
(pb) 
Soymar1 3491 39 952 1275 1186 39 
Osmar1 5259 26 1897 1728 1582 26 
Vulmar1 3909 32 483 1554 1808 32 
Psmar1 3204 31 840 1236 1066 31 
Costa 3035 27 1369 1509 106 27 
Phmar1 3452 29 490 1983 921 29 
ConsAacutmar1 2114 27 152 1473 435 27 
 
 5.3.1. Le TSD et les ITR des éléments Aacutmar1 
Aacutmar1 est bordé par une duplication du site d'insertion (5'-TA-3') qui est une des 
caractéristiques des MLE. Ses ITR, longs de 27 pb, sont comparables à ceux des MLE 
complets végétaux disponibles dans les banques de données, dont la taille varie entre 26 
pb (élément Osmar1 du riz Oryza sativa) et 39pb (élémentSoymar1 du soja Glycine max). 
Les ITR des différents éléments partagent une homologie élevée au niveau des 16 
premiers nucléotides et montrent une séquence bien conservée de cette zone dont le 
consensus est 5’-CTCCCTCCGT(C/T)CAAAT-3’. Les neuf premiers nucléotides sont 
eux très conservés entre les différents éléments (Soymar1, Osmar1, Vulmar1, Psmar1A, 
Costa, Phmar1) et dont le consensus est 5'-CTCCCTCCG-3'. Feschotte et al. (2005), ont 
montré que chez Oryza sativa, des mutations localisées parmi les 9 premiers nucléotides 
(5'-CTCCCTCCG-3') des ITR n’avaient que très peu d’effets sur l’accrochage d'Osmar 5 
sur ses ITR. Ceci indique que ces premières bases des ITR n’ont pas de fonction dans la 
liaison de la transposase sur ses ITR, cependant leur conservation importante entre les 
ITR de tous les MLE végétaux alignés suggère tout de même un rôle important de ces 
nucléotides pour le transposon. Des données similaires sur la conservation importante 
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d’une partie des ITR ont été mises en évidence dans les MLE isolés chez différentes 
espèces animales. Ainsi, Lampe et al. (2001) ont effectué une analyse des 28 pb 
premières séquences des ITR de 6 sous-familles d'éléments mariner.Un logoaffichant la 
fréquencedesbasesà chaque position a montré que deuxrégions de l'ITR, situées en 
positions 3-8 et 14-18, semblent être les plusconservées. La conservation de 
cespositionssuggère que latransposase pourrait établir des contactsspécifiques sur ces 
régionsdes ITR. En 2005, Bigot et al., ont réalisé un alignement des ITR d'environ28-
30pb de nombreux éléments MLE appartenant aux 5 sous-familles (mauritiana, cecropia, 
mellifera/capitata, irritans et elegans/briggsea),  qui montre le consensus5'-YYAGRT-3' 
au niveau de leursextrémités extérieures, consensus correspondant au signal de coupure 
de l’élément. Cependant les auteurs indiquent également que lorsque l’alignement est fait 
entre les membres d’une même sous-famille, les extrémités sont alors bien plus 
conservées. Il est donc possible que les MLE isolés chez les végétaux et présentant des 
extrémités des ITR très conservées appartiennent tous à la même sous-famille.Bigot et al. 
(2005) ont montré également sur lesséquences des ITR, la présence de 
séquencespalindromiqueset de motifs miroirs. Les séquencespalindromiques seraient 
corréléesà la liaisonde la transposase aux ITR et les motifsmiroirs aideraient à la courbure 
des ITRstabilisant les interactions ADN/protéine. Dans le cas des ITR d'Aacutmar et des 
autres MLE végétaux, de telles structures n'ont pas été détectées.  
Les ITR-5' et 3' des éléments Aacutmar ne sont pas totalement identiques, ils possèdent 
quatre différences aux positions 2, 15, 21 et 22, ils sont donc imparfaits. Des ITR 
imparfaits sont fréquemment mis en évidence dans les éléments de type mariner (Plasterk 
et al., 1999 ; Brillet et al., 2007). Par exemple, Mos1 qui est un élémentautonomeisolé 
deDrosophila mauritiana possède des ITR inversésimparfaitsde 28pb avec 4 différences. 
Dans les MLE complets de végétaux, les éléments Soymar1 du soja et de la diatomée 
marine P. multiseries montrent respectivement 2 et 3 différences entre leur ITR-5' et leur 
ITR-3' donc, tout comme A. acutiuscula, les MLE de ces deux espècespossèdent des ITR 
imparfaits. En revanche, les ITR des éléments Osmar1 du riz, Vulmar1 de la betterave, 
Phmar1 du bambou et Psmar1 du pois sont parfaits, c'est-à-dire ne présentant aucune 
différence entre l’ITR-5' et l’ITR-3'.  
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 5.3.2. Structure de la transposase AaTnp 
 Les motifs du domaine de liaison à l'ADN 
LatransposaseAaTnp d'A. acutiuscula possède, comme toute enzyme de ce type, deux 
domaines : un domaine de liaison à l'ADN en région N-terminale etun domaine 
catalytique en région C-terminale.L'existence des motifs HTH dans le domaineN-terminal 
est parfois discutée dans la littérature, les logiciels qui permettent la détection des HTH 
sont peu adaptés aux ET. Toutefois, Plasterket al.(1999) ont montré que les transposases 
des TLE (Tc1-Like Element) et celles des MLE possèdent deuxmotifsHTH. Zhanget 
al.(2001)ontrapporté qu’une partie du motif HTH putatif situé entre les résidus88et 
108est essentielle pourl'activitéde liaison à l'ADN de la transposase Mos1. Avec le 
programmede prédiction des motifs HTH utilisé pour analyserles transposasesdes MLE 
de plantes, dont Aacutmar1, il a été constaté quele score de prédictionindique la 
probabilité maximale (100 %) pour que AaTpase contiennent deuxmotifsHTH. Dans la 
majorité des transposases de la superfamille Tc1-mariner décrites à ce jour, 
essentiellement chez des espèces animales, un bloc de quatre acides aminés "GRPR" se 
trouve localisé au milieu de la zone séparant les deux HTH (Plasterk et al., 1999). Dans 
les transposases des végétaux dont les diatomées, ce bloc est remplacé par le tripeptide 
GRK, qui est hautement conservé au centre de la zone séparant les deux HTH. Que ce 
soit le motif GRPR ou le motif GRK, leur fonction n'est pas connue à ce jour. Toutefois, 
au vu de leur très forte conservation dans les séquences, ils ont très probablement un rôle 
primordial dans le domaine de liaison à l'ADN des transposases.  
Un second motif situé dans le domaine de liaison à l'ADN est primordial pour le 
fonctionnement de la protéine, il s'agit du NLS qui doit être présent pour que la 
transposase, enzyme nucléaire puisse entrer dans le noyau après avoir été produite dans le 
cytoplasme. La possession d'unNLS indique queles transposonspeuvent profiterde la 
machinerie detransport decellules hôtes pour l'absorption nucléairede leurstransposases 
(Ivics et al., 1996). Dans tous les MLE complets de végétaux, un NLS a pu être prédit à 
l'aide du logiciel utilisé. En alignant chez les végétaux, les transposasesdéduites des 
éléments complets, nous avons pu localiser l'emplacement d'un NLS dans chacune des six 
transposases. Bien que ces motifs soient assez différents les uns des autres, ils partagent 
une même caractéristique, ils possèdent quatre acides aminés en commun avec le 
deuxième motif HTH. Le chevauchement des motifs HTH et NLS est décrit dans la 
littérature dans de nombreuses transposases de la superfamilleTc1-mariner (Plasterk et 
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al., 1999). L'alignement des MLE complets issus des végétaux a permis de confirmer le 
chevauchement du deuxième motif HTH et du NLS.  
Dans la structure du NLS de l'élément Mos1, l'acide aminéR (Arginine) estessentiel pour 
l'activité de la transposase (Lohe et al., 1997), un acide aminé Rau début des NLS des 
MLE complets des végétaux est également présent et bien conservé à l’exception de 
l'élément Costa qui en est dépourvu. Dans les MLE isolés de végétaux, nous avons 
observé plusieurs résidus très conservés, L, K, R en position 19, 24, 27, respectivement 
mais le rôle de chacun d’eux dans la protéine n'est pas identifié. 
Les motifs du domaine catalytique 
Les motifs entourant les trois D sont respectivement "HVDEKWF", "IQQDGSTAH" et 
"QSPDTNIDLAFF", ils sont donc légèrement différents des motifs canoniques des 
transposases de végétaux "HIDEKWF", "IQQDNARTH" et "NSPDL/MNLDLGFF" de la 
même famille.  
Les transposases AaTnp de l’élément Aacutmar1 présentes donc des caractéristiques 
suggérant leur fonctionnalité : plusieurs d’entre elles possèdent des ORF, deux HTH, un 
NLS ainsi que des motifs conservés dans la partie catalytique qui font d’elles des 
enzymes potentiellement actives. 
La présence d'un motif DD43D dans la séquence de la transposase AaTnp au lieu de la 
triade catalytiqueDD39Dtrouvée dans la plupartdes MLE chez les plantes terrestresest 
tout à fait remarquable.Cemotif DD43D est à ce jour unique parmi les éléments 
marinerconnus de la lignée verte. Les implications de cette particularité sont reprises dans 
le paragraphe suivant qui traite des relations phylogénétiques des séquences Aacutmar1 
avec les transposons de la superfamille Tc1-mariner. 
  
5.4. Dénombrement des copies d'Aacutmar dans le génome hôte 
Une analyse réalisée ici par PCR quantitative a permis d’estimer le nombre de 
transposons Aacutmarà environ 21± 8 copies dans le génome de la diatomée A. 
acutiuscula. Celles-ci ont été dénombrées en utilisant des amorces spécifiques de la 
région conservée des transposases mariner. Il faut encore noter que l'estimation faite ici 
ne tient pas compte des éléments Aacutmar2 et 3 car les amorces qui ont permis le 
dénombrement sont localisées au niveau d'une région de la transposase qui a été perdue 
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par ces deux types d'éléments. Inversement, l’estimation tient compte des éléments 
Aacutmar4 qui sont tronqués à l’extrémité 3’ mais ils contiennent bien la zone 
d’accrochage des amorces. Pour estimer les quatre types d'éléments simultanément, il 
serait nécessaire de définir des amorces au niveau du motif HTH n°1 qui leur est 
commun. L'estimation du nombre de copies a été entreprise avant l'obtention des 
éléments amplifiés à l'aide de ITR, la localisation des amorces a alors été choisie dans la 
région catalytique de la transposase, zone généralement très conservée sauf, bien-sûr, si 
elle est délétée, ce qui est le cas pour Aacutmar2 et 3. 
Chez A. acutiuscula, la quantification des copies de MLE indique un nombre similaire, 
environ 21, à ce qui est décrit dans la littérature pour les génomes de plantes. Par 
exemple, chez le soja, 25 copies de l’élément Soymar1 ont été observées par Southern-
blot (Jarvik et lark, 1998). Dans le riz, Oryza sativa, 34 MLE dont 22 pleine taille 
contenant les ITR, le TSD et le gène de la transposase ont été détectées à partir des 
génomes disponibles dans les banques de données (Feschotte et al., 2003). Dans le 
bambou P. pubescens, Zhou et al. (2010) ont estimé à environ une vingtaine de copies le 
nombre de MLE par Southern-blot. En utilisant les génomes séquencés, Zhou et al. 
(2011) ont obtenu des résultats similaires avec une quinzaine d’éléments identifiés. Une 
étude récente de Han et al. (2013) indique le nombre de copies de la superfamille Tc1-
mariner dans quatre céréales Brachypodium distachyon, le riz (O. sativa), le sorgho 
(Sorghum bicolor) et le maïs (Zea mays), qui a été estimé à 36, 45, 57 et 47 éléments 
respectivement. Ainsi, les données recueillies indiquent entre 20 et 50 copies de MLE par 
génome chez les plantes. Par contre, le nombre de MLE mis en évidence dans le génome 
de certains animaux et notamment chez certains insectes est beaucoup plus élevé. En 
effet, on peut citer l’exemple du papillon Hyalophora cecropia, dont les MLE ont été 
estimé à environ 1000 copies par génome (Lidholm et al., 1991), celui du moustique 
Ochlerotatus atropalpus (Zakharin et al., 2004) chez lequel l'utilisation de la technique 
d’hybridation slot-blot a permis d’estimer le nombre d’éléments Atmar1 et Atmar2 
respectivement entre 370 à 1200 et de 100 à 300 copies ou encore le nombre de MLE 
chez la sauterelle Eyprepocnemis plorans estimé à 344 ± 44 copies par Q-PCR (Montiel 
et al., 2012). Toutefois, les MLE ne sont pas toujours si nombreux dans les génomes 
animaux, en effet leur nombre varie de quelques copies à plusieurs milliers par génome 
(Capy et al., 1991 ; Lidholm et al., 1991 ; Lohe et al., 1995 ; Robertson et Lampe, 1995). 
S’il en est de même chez les végétaux, il est possible que certains génomes soient plus 
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envahis que ceux des plantes citées ci-dessus mais actuellement les données dans la 
littérature manquent à ce sujet. Nous pouvons rappeler ici qu’aucun élément apparenté à 
un MLE n’a été mis en évidence dans les quatre génomes séquencés de diatomées 
disponibles dans les banques de données (P. tricornutum, T. pseudonana, Fragiloripasis, 
P. multiseries) (Rouault et al. en préparation).  
Toutefois, l’estimation du nombre de copies d’un ET n’est pas toujours aisée et ce, quelle 
que soit la méthode utilisée. L’estimation peut être réalisée par : hybridation d’une sonde 
marquée (Southern-blot ou slot-blot) permettant de visualiser directement 
l’envahissement du génome par l’élément recherché, par l’analyse des génomes 
séquencés disponibles dans les banques de données ou encore par PCR quantitative. Pour 
le comptage, l’hybridation d’une sonde spécifique marquée est une méthode efficace 
lorsque le nombre de copies est faible de 1 à 50 environ copies car au-delà l’hybridation 
produit un "smear" dans lequel il est difficile de distinguer les différentes copies, qui ne 
sont alors plus comptabilisables. Si le génome contient des éléments différents les uns des 
autres qu’ils soient intacts, mutés ou tronqués, pour en dénombrer le plus possible, il est 
intéressant de faire un mélange de sondes permettant d’hybrider les différentes copies.  
L’estimation du nombre de copies à partir d’un génome séquencé dépend de la qualité du 
séquençage et aussi de celle de l’assemblage. Par exemple, les ET peuvent se trouver 
dans des zones difficiles à assembler et donc être écartés du processus, ils ne seront pas 
décelables par des analyses in silico bien que présents dans le génome séquencé. 
L’estimation par PCR quantitative repose sur l’amplification des copies par des amorces 
spécifiques et peu éloignées l’une de l’autre, si la zone est délétée la copie ne sera pas 
comptabilisée. Pour palier à ce problème, il est possible de faire des comptages utilisant 
des jeux d’amorces différents le long de la séquence de l’élément, optimisant ainsi la 
probabilité d’en amplifier le plus grand nombre. Pour avoir une idée la plus précise 
possible du nombre de copies de transposons dans un génome, l’idéal est donc de pouvoir 
combiner les 3 approchesquand celaest possible. La donnée qui manque le plus 
fréquemment est celle du séquençage complet du génome et de son annotation mais 
actuellement de plus en plus de génomes sont disponibles dans les banques de données. 
Chez A. acutiuscula, le nombre élevé de MLE présents dans le génome et la forte 
proportion d’éléments à ORF, parmi les 12 séquences d’Aacutmar1, six possèdent un 
cadre de lecture naturel susceptible de coder une transposase active, suggèrent une 
mobilitérécente ou ayant disparu récemment des éléments Aacutmar1.Ces données 
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peuvent être interprétées comme une phase d’accumulation des MLE dans le génome 
hôte. En effet, le nombre de copies d’une famille d’ET passe par trois phases dans un 
génome, phases intégrées dans le cycle de vie de l’ET (Lohe et al., 1995 ; Kidwell et 
Lisch, 2001). Les trois phases successives sont : 1) l’invasion caractérisée par 
l’amplification du nombre de copies ; 2) la maturité qui correspond à la mise en place de 
systèmes de régulation de la transposition avec par exemple, l’apparition de mutations 
dans les copies limitant ainsi leur mobilité et 3) la sénescence montrant la diminution des 
éléments par élimination et accumulation. Toutefois, la présence des éléments mutés 
Aacutmar2 et 3 peut aussi laisser penser que la phase d’accumulation est atteinte et que le 
génome est proche de sa maturité. Pour trancher entre les phases, accumulation ou 
maturité, il serait possible de suivre plusieurs générations d’algues, d’analyser leur 
contenu en MLE pour savoir si le nombre de copies poursuit son amplification ou non.  
 
 5.5. Relations phylogénétiques d'Aacutmar1 
Comprendre l'évolutiondes ET et leurs relations phylogénétiquesest une étape 
essentiellepour comprendrel'évolution des génomesdont ilssont issus. Notre analyse 
phylogénétiques’est concentrée sur l'histoireévolutivedesMLE des diatomées par rapport 
aux MLE d'autres protistes et de végétaux et ce, dans l'ensemble de la superfamille Tc1-
marinerdes eucaryotes.  
 5.5.1. Révision de la nomenclature du groupe formé par les MLE de végétaux 
et de Straménopiles 
Jusqu’à présent, le clade qui rassemblait les séquences de MLE isolés des génomes 
végétaux était référencé dans la littérature sous la dénomination famille II-DD39D (Shao 
et Tu, 2001) ou par plant MLE (Feschotte et Wessler, 2002) ou encore ITmD39D (Brillet 
et al., 2008). L’analyse phylogénétique réalisée ici avec toutes les séquences de 
transposases complètes de Chlorophytes (algues vertes), de plantes et de Straménopiles 
(diatomées et oomycètes) est la première analyse exhaustive des transposases MLE 
d’organismes photosynthétiques. En effet, les précédentes analyses étaient focalisées sur 
les plantes et ne concernaient que des portions de la transposase (Feschotte et Wessler 
2002, Jacobs et al. 2004, Zhou et al. 2010, 2011). Notre analyse montre que les séquences 
de transposases MLE issues d’organismes photosynthétiques, bien que classées dans la 
superfamille Tc1-mariner, présentent diverses structures de triades catalytiques, DD39D, 
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DD43D, ou encore DD45D, et ne peuvent donc plus être regroupées sous le terme 
DD39D. Il apparaît clairement qu’une nouvelle dénomination plus appropriée à 
l’ensemble des organismes photosynthétiques devra être utilisée et qu’elle ne pourra être 
basée sur le nombre d’acides aminés situés entre les deux derniers résidus aspartique de 
la triade. Ceci a déjà été évoqué par Rouault et al. (2012) lors de travaux sur la 
classification des éléments de la superfamille Tc1-mariner, ces auteurs suggèrent que les 
MLE de Straménopiles et de plantes pourraient être regroupés sous une dénomination de 
famille plus générale. Le terme de famille Chlorophyllis sera probablement proposé car il 
permet d’évoquer l’origine chlorophyllienne des espèces hôtes. Le présent travail 
contribuera à une publication de Rouault et al. actuellement en préparation et concernant 
la révision de la classification de la superfamille Tc1-mariner. 
 
 5.5.2. Relations phylogénétiques entre  les MLE des diatomées et les MLE 
dans la lignée verte 
Au vu des nombreux motifs communs, il n’est pas surprenant que les MLE d’A. 
acutiuscula se regroupent avec les MLE de plantes. En effet, les MLE de diatomées sont 
regroupés dans un clade qui contient les MLE de plantes et de Straménopiles (oomycètes 
et diatomée séquencée P. multiseries). Ce résultat est toutefois inattendu dans le sens où 
les hôtes sont issus de deux lignées phylogénétiquement éloignées : celle issue d’une 
endosymbiose primaire (Falkowsky et al., 2004 ; Reyes-Prieto et al., 2007) et celle des 
Straménopiles regroupant les organismes issus d’une endosymbiose secondaire d’une 
algue rouge et peut être d’une algue verte (Falkowsky et al., 2004 ; Kutschera et Nikklas, 
2005 ; Moustafa et al., 2009 ; Cavalier-Smith, 2010 ; Tirichine et Bowler, 2011 ; 
Deschamps et Moreira, 2012). Deux hypothèses peuvent expliquer cette proximité 
phylogénétique, la première est la transmission verticale des MLE dans la lignée des 
Straménopiles et la seconde un transfert horizontal entre la lignée des plantes et celle des 
Straménopiles. Ces deux hypothèses sont détaillées ci-dessous en s’appuyant sur la figure 
71. 
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Figure 71 : Schéma récapitulatif des deux hypothèses pouvant expliquer la 
transmission des MLE entre les algues vertes et les Straménopiles (d’après la figure 
de Tirichine et Bowler, 2011). 
 
Deux hypothèses sont proposées : la première est un transfert vertical (indiquée par les flèches en 
pointillés rouges) depuis une algue verte (Chlorophyte, Prasinophyceae) ancestrale de la lignée 
des plantes en se basant sur la théorie de la double endosymbiose secondaire à l’origine des 
Straménopiles. La deuxième hypothèse est représentée par la flèche en pointillés bleus et 
correspond à un transfert horizontal des MLE entre les algues vertes vers les Straménopiles. 
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La première hypothèse pour expliquer la proximité phylogénétique de ces éléments 
concerne la transmission par transfert vertical des MLE qui auraient été présents très tôt 
dans la lignée des eucaryotes. En tenant compte des récentes hypothèses sur la possible 
double endosymbiose secondaire d’une algue rouge (Rhodophyte) et d’une algue verte 
(Prasinophyceae) ayant donné lieu à la lignée brune (Becker et al., 2008 ; Moustafa et al., 
2009 ; Tirichine et Bowler, 2011), nous pouvons supposer que les MLE étaient présents 
chez l’algue verte ayant participé à cette double endosymbiose. En effet, les MLE ont été 
mis en évidence chez une algue verte O. tauri (Prasinophyceae) mais pas dans les deux 
génomes de Rhodophytes actuellement disponibles dans les banques de données 
(Matsuzaki et al., 2004 ; Nozaki et al., 2007 ; Nakamura et al., 2013). Ainsi, nous 
pouvons supposer que les MLE ont été transmis par l’algue verte au moment de 
l’endosymbiose secondaire dans la lignée brune. Comme d’autres gènes, ils auraient alors 
été transférés dans le noyau de l’hôte ancestral, expliquant leur présence chez ses 
descendants notamment chez les diatomées et les oomycètes phylogénétiquement proches 
de ces dernières (Harper et al., 2005). Toutefois, la présence des MLE n’a pas été 
détectée chez toutes les espèces dérivant de l’endosymbiose secondaire et composant 
actuellement la lignée brune. Lorsque des données sont disponibles dans la littérature ou 
dans les banques de données, nous avons pu noter que ces transposons n’ont été détectés 
que ponctuellement chez les algues vertes et chez les plantes comme le montre 
l’échantillon de notre analyse. Par exemple un seul MLE est connu à l’heure actuelle chez 
les Chlorophytes avec O. tauri et ils n’ont pas été détectés dans le génome d’autres 
membres de ce groupe tels que Chlamydomonas reinhardtii, Volvox carteri ou Chlorella 
vulgaris. Rappelons que chez C. reinhardtii, d’autres ET ont été mis en évidence (Dai et 
al., 1988 ; Ferris, 1989 ; Graham et al., 1995 ; Wang et al., 1998). De la même façon, les 
MLE n’ont pas été détectés dans d’autres génomes issus d’une endosymbiose secondaire 
hors Straménopiles. Cette distribution sporadique des MLE dans ces deux lignées peut 
être expliquée par la perte des éléments au cours de l’évolution (Capy et al., 1994 ; Lohe 
et al., 1995 ; Pace et al., 2008). 
La distribution disparate des MLE dans les organismes issus soit d’une endosymbiose 
primaire soit d’une endosymbiose secondaire nous amène à supposer que les MLE ont 
également pu, selon une deuxième hypothèse, être transférés horizontalement entre une 
algue verte et l’ancêtre des Straménopiles. Ce type de transfert aurait pu avoir lieu entre 
une Prasinophyceae (comme O. tauri) et l’ancêtre de la lignée des Straménopiles. 
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Comme indiqué par Fortune et al. (2008), le transfert horizontal peut être identifié par 
une incongruité entre la phylogénie des ET et la phylogénie des hôtes, ce qui est le cas 
des MLE étudiés ici. Bien que ce mode de transfert entre eucaryotes soit largementdécrié, 
il est bien décrit chez les procaryotes. Néanmoins, le transfert de MLE entre drosophiles 
semble plausible (Picot et al., 2008 ; Rubin et al., 2011 ; Wallau et al., 2011 ; Wallau et 
al., 2012). De plus, il a été suggéré par certaines analyses que des gènes de diatomées et 
de oomycètes ont été acquis via ce mode de transfert aux moyens de vecteurs tels que les 
virus (Bowler et al., 2008 ; Sobecky et Hazen, 2009) ou bien par des vecteurs qui 
pourraient être les plasmides retrouvés dans le milieu marin et dans les diatomées marines 
(Hildebrand et al., 1991). Nous pouvons aussi émettre l’hypothèse que le transfert 
horizontal de gènes de résistance au froid entre basidiomycètes (Opisthocontes) et la 
diatomée F. cylindrus (Sorhannus, 2011) pourrait aussi concerner des MLE. Il est à noter 
également que de récents travaux montrent que la distribution des ET dans divers 
génomes de plantes serait le résultat de transferts horizontaux fréquents, plusieurs 
exemples ont été apportés par l’étude des ET dans les génomes de riz (Roulin et al., 2009 
; Schaack et al., 2010). Ainsi, il apparaît que cette hypothèse d’un transfert horizontal des 
MLE ne peut être écartée et pourrait expliquer la proximité phylogénétique des MLE de 
la diatomée A. acutiuscula et de Straménopiles en général avec les MLE identifiés dans 
des génomes de plantes comme le montre notre analyse phylogénétique. Pour trancher 
cette question, il faudrait pouvoir dater les différents évènements qui ont ponctué 
l’histoire évolutive des MLE.  
Il apparaît évident qu’il y a une pénurie de données concernant la présence des MLE dans 
les diverses lignées et que leur détection dans plusieurs génomes séquencés notamment 
d’algues rouges et de Glaucophytes permettrait de préciser les relations phylogénétiques 
présentées dans notre analyse. Les relations phylogénétiques des MLE 
fournissentunaperçu complémentaire de l'évolution des organismes photosynthétiques. En 
effet, lesrésultats obtenus dans cette étude ne sont pas en contradiction avecl’hypothèse 
de la double endosymbiose secondaire qui ne fait pas l’unanimité dans la communauté 
scientifique (Deschamps et Moreira, 2012). Il est nécessaire de continuer à rechercher et à 
analyser les relations phylogénétiques d'autres MLE issus de génomes completsde 
plusieurs lignées pour mieux comprendre leur évolution chez les eucaryotes 
photosynthétiques.  
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Chapitre 2 : Impact de variations de température et d'excès de métaux 
sur l'expression des MLE 
 
1. Impact des traitements thermiques 
 1.1. Activité photosynthétique 
 1.1.1. Intensité photosynthétique 
Après différentes durées de traitement thermique (0 ; 0,5 ; 2, 5 et 8 h), l'intensité 
photosynthétique (IP) des échantillons a été  déterminée par la mesure du dioxygène 
dégagé. Toutes les mesures ont été répétées au moins trois fois avec des 
culturesdifférentes. Les résultats sont présentés dans le tableau15 en fonction de la durée 
du traitement et des températures appliquées (16, 24 et 32 °C), 24 °C étant la température 
de référence.  
Tableau 15 : Effet de la température sur l'intensité photosynthétique (µmol O2 h-1 
mg-1 Chl a) de la diatomée A. acutiuscula maintenue pendant 0 à 8 h à 16, 24 et 32 
°C. 
Moyennes ± SE (n= 3). Chaque condition thermique (16 et 32 °C) a été comparée avec le témoin 
à 24 °C, les valeurs non significativement différentes (test TukeyHSD, padj≤ 0,05) partagent la 
même lettre. 
 
Température Durée du traitement thermique 0h 0.5h 2h 5h 8h 
16 °C 297 a± 15 78 b± 4 95 a± 5 67b± 10 58b± 5 
24 °C 264 a± 10 260 a± 5 296 a± 5 240 a± 8 276 a± 20 
32 °C 297 a± 15 332 a± 24 268 a± 20 293 a± 36 172 a± 8 
 
Les valeurs de l’IP des microalgues en condition témoin (24 °C) ne varient pas au cours 
de l’expérimentation (Tab. 15).Chez les diatomées qui étaient cultivées à 24 °C puis 
placées à 16 °C, la diminution de 73 % de l’IP est très nette et significativement 
différente de la valeur témoin dès 30 min à 16 °C, puis l'IP continue de diminuer jusqu’à 
la fin du traitement où elle ne représente plus que 20 % de l’IP du témoin. Cet 
abaissement de température affecte donc le métabolisme de cette espèce. 
Contrairement à ce qui est observé à 16 °C, le dégagement d'O2 à 32°C n’est pas 
significativement différent de celui mesuré en condition témoin (24 °C).  
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 1.1.2. Fluorescence de la chlorophylle a 
Parallèlement aux mesures d’IP, les paramètres de la fluorescence de la Chl a des 
différents échantillons ont été mesurés.A la fin des différents traitements thermiques, un 
échantillon de 3 mL de culture homogénéisée a été mis à l’obscurité dans une cuve bi-
miroitée pendant 15 min afin de réoxyder tous les accepteurs d’électrons du PSII, tous les 
centres réactionnels des photosystèmes sont alors ouverts. Puis la fluorescence minimale 
à l’obscurité (Fo) et maximale à l’obscurité (Fm) ont été mesurées,les rendements 
quantiques maximum (Fv/Fm) ont été calculés (Tab. 16). Toutes les mesures ontété 
répétées trois fois avec des cultures différentes et comparées aux paramètres obtenus avec 
les cellules maintenues à la température témoin 24 °C dans chaque cas. 
Tableau 16 : Effet de la température sur le rendement quantique maximum (Fv/Fm) 
chez A. acutiuscula maintenue pendant 0 à 8 h à 16, 24 et 32 °C. 
Moyennes ± SE (n= 3). Chaque condition thermique (16 et 32 °C) est comparée séparément avec 
le témoin à 24 °C, les valeurs non significativement différentes (test Tukey HSD, padj≤ 0,05) 
partagent la même lettre. 
Température Durée du traitement thermique 0h 0.5h 2h 5h 8h 
16 °C 0,600a± 0,004 0.572a± 0,008 0.595a± 0,019 0,501 a± 0,022 0,436a± 0,008 
24 °C 0,596a± 0,011 0,570 a±0,026 0,584a± 0,010 0,593a± 0,026 0,593a±0,014 
32 °C 0,597a± 0,006 0,597a± 0,01 0,605a± 0,005 0,563a± 0,005 0,558a± 0,001 
 
Après l'obtention des paramètres Fv/Fm, les échantillons ont été exposés à la lumière 
actinique (300µmol photons m-2 s-1) pendant 20 min. La fluorescence stabilisée (Fs) et 
maximale à la lumière (Fm') sont mesurées et permettent de déterminer le rendement 
quantique effectif ΦPSII (Tab. 17). 
 
Tableau 17 : Effet de la température sur le rendement quantique effectif (ΦPSII) 
chez A. acutiuscula maintenue pendant 0 à 8 h à 16, 24 et 32 °C. 
Moyennes ± SE (n= 3). Chaque condition thermique (16 et 32 °C) est comparée séparément avec 
le témoin à 24 °C, les valeurs non significativement différentes (test Tukey HSD, padj≤ 0,05) 
partagent la même lettre. 
Température Durée du traitement thermique 0h 0.5h 2h 5h 8h 
16 °C 0,222a±0,003 0,155a±0,007 0,155a±0,007 0,193a±0,007 0,183 a±0,010 
24 °C 0,234a±0,016 0,260a±0,004 0,264a±0,008 0,256 a±0,004 0,267a±0,008 
32 °C 0,222 a±0,003 0,292b±0,011 0,219a±0,004 0,202 a±0,003 0,202a±0,003 
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Les paramètres Fv/Fm et ΦPSII des témoins à 24 °C ne varient pas significativement au 
cours de l’expérimentation. De même, Fv/Fm n’est pas significativement affecté par les 
variations de température appliquées. Pour les échantillons exposés à 16 °C, nous 
observons une réduction des rendements quantiques, dès 30 min de traitement, mais qui 
n’est pas significative. Un traitement à 32 °C induit une augmentation très marquée (+ 31 
%) et significative de ΦPSII après 30 min à cette température, puis ce paramètre se 
stabilise à une valeur non significativement différente de celle des témoins jusqu’à la fin 
de l’expérimentation.  
Les mesures d’intensité photosynthétique montrent que les microalgues subissent un 
stress à 16 °C alors qu’elles s’acclimatent à l’augmentation de température à 32 °C. 
 
 1.2. Détection de l'expression des MLE par RT-PCR 
L'étude physiologique a montré une réponse différente des diatomées aux différentes 
températures appliquées, nous avons poursuivi ce travail par l’étude de la réponse 
moléculaire. Pour cela, nous avons caractérisé l'expression de gènes de réponse aux stress 
(MnSOD et hsp70) et des gènes codant les MLE. 
 
 1.2.1. Extraction des ARN totaux 
Dans un premier temps, les ARN totaux ont été extraits au TriReagent et leur qualité 
vérifiée sur gel d'agarose à 1 % (Fig. 72). Pour chaque température (16 et 32 °C) et 
chacun des trois réplicats, la qualité des ARN a été jugée correcte puisque deux bandes 
étaient bien visibles et correspondent au 28S (bande supérieure) et 18S (bande inférieure) 
ribosomiques. Toutefois, le réplicat n° 2 était de moins bonne qualité et présentait une 
dégradation du 28S. Tous les ARN totaux ont été traités à la DNase puis rétrotranscrits en 
ADNc avant de servir de matrice pour la PCR.  
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Figure 72 : Électrophorèse sur gel d'agarose 1 % des produits d'extraction d'ARN 
totaux d'A. acutiuscula placée pendant 0 à 8 h à 16 ou 32 °C. Sont présentés ici 3 
réplicats de la cinétique : T= Température témoin 24 °C. 
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 1.2.2. RT-PCR 
Chaque échantillon ADNc a été amplifié avec un panel de couples d'amorces ciblant 
différents types de gènes. Les gènes de ménage, actine et ribosome permettent de 
contrôler la qualité de la rétrotranscription. Les deux gènes de réponse aux stress MnSOD 
et hsp70 ont permis, d'une part, de s'assurer qu'il existait bien une réponse moléculaire 
aux conditions thermiques appliquées et d'autre part, pour la MnSOD, qu'aucun ADN 
génomique contaminant n'était encore présent dans l’extrait d’ARN. Les amorces 
employées pour amplifier la MnSOD ayant été désignées de part et d'autre d'un intron, 
absent dans l’ADNc, un produit de PCR montrant une taille supérieure à ce dernier aurait 
permis de visualiser un ADNg contaminant. 
 
Enfin, en ce qui concerne les MLE, trois couples d'amorces ont été utilisées. La figure 73 
présente la localisation de ces amorces sur le gène pleine longueur de l’élément 
Aacutmar1. 
 
 
 
Figure 73 : Schéma montrant la position des trois couples d'amorces ayant servi à la 
détection de l'expression des MLE dans les différentes conditions thermiques. 
 
Pour les gènes de ménage et de réponse aux stress, des amplifications à la taille attendue 
ont été obtenues aussi bien dans la cinétique à 16 °C que celle à 32 °C (Fig. 74 et 75). 
Toutefois, quelques exceptions sont à noter comme par exemple pour les hsp70, quel que 
soit le réplicat en ADNc (Fig. 75) où les amplifications ne sont pas visibles. Sinon les 
amplifications obtenues étaient de bonne qualité par leur intensité et leur taille, si ce n'est 
l'amplification du 18S à 8 h et 32 °C pour tous les réplicats qui présente une intensité 
moindre (Fig. 75). 
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Figure 74 : Amplification des gènes de contrôle, de réponse aux stress de 16 °C et 
des MLE par RT-PCR.(Exemple de résultats pour le stress 16 °C, 1er réplicat). 
 
T+ : amplification sur ADNg ; M: marqueur de taille 100 bp (Proméga); T : amplification sur 
ADNc issus de cultures à 24 °C (Témoin); Cinétique de stress (0,5 - 2 - 5 et 8 h de stress); T- : 
témoin négatif sans matrice. 
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Figure 75 : Amplification des gènes de ménage, de réponse aux stress de 32 °C et des 
MLE par RT-PCR.(Exemple de résultats obtenus à 32 °C, 1er réplicat) 
 
T+ : amplification sur ADNg ; M: marqueur de taille 100 bp (Proméga); T : amplification sur 
ADNc issus de cultures à 24 °C (Témoin); Cinétique de stress (0,5 - 2 - 5 et 8 h de stress); T- : 
témoin négatif sans matrice 
 
Les produits amplifiés ont été extraits, clonés puis séquencés. Les séquences obtenues 
pour les ribosomes 18S montraient 100 % d'identité avec les séquences enregistrées dans 
les banques de données de 18S d'Amphora sp.JQ885983 et JF834543. Les séquences 
d'actine présentaient, quant elles, des pourcentages d'identité de 86 % avec l'actine de 
Phaeodactylum tricornutum (AY729845), ou encore 85 % avec celle de Nitzschia 
closterium (EF553460). L’ensemble des résultats obtenus confirme l'identification des 
gènes de ménage utilisés. 
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Pour les gènes de réponse aux stress, MnSOD et hsp70, les résultats obtenus ont été plus 
délicats à interpréter. En effet, si une amplification a toujours été obtenue avec la matrice 
ADNg, l'utilisation de la matrice ADNc a donné des résultats plus aléatoires. Pour le gène 
de la MnSOD, bien que les amplifications en ADNg et ADNc soient de bonne qualité sur 
le gel concernant les échantillons à 32 °C, les analyses issues du séquençage n'ont pas 
permis d'identifier ce gène. De même, seules les amplifications avec l’ADNg ont permis 
d'identifier le gène hsp70. Il se peut cependant que les amplifications ne soient pas 
visibles sur le gel en ADNc empêchant alors le clonage. Les séquences obtenues pour 
hsp70 avec l’ADNg pour les deux températures présentaient entre 97 et 100 % d'identité 
entre elles. Leur identification a été confirmée par l'interrogation des banques de données 
et a révélé des identités en tblastx avec les hsp70 de Phaeodactylum tricornutum 
(XM_002177261) et Thalassiosira pseudonana  (CP001160).  
 
En ce qui concerne les MLE, avec l’ADNc, un seul couple d'amorces (AcutF9ext/MLE-
stop; Fig. 73) a permis d'obtenir une amplification avec l’échantillon 5 h à 16 °C (Fig. 
74). Cinq séquences (F9-Stop-1 à -5) d'environ 900 pb chacune et présentant entre 81 et 
100 % d'identité entre elles ont été obtenues après séquençage. L'interrogation des 
banques de données a confirmé qu'il s'agissait bien de gènes de transposon de MLE 
d'Amphoraacutiuscula et indiquaitune identité de94 à 95 % avec les clones 
précédemment isolés Aacutimar 1.5 (FN546189.1), 1.4 (FN546188.1) et 1.6 
(FN546190.1) (Thèse Dorothée Hermann 2011). Le clone F9-Stop-1 montre de 92 à 93 % 
d'identité avec les trois clones Aacutimar, alors que le clone 3 présente un pourcentage 
d'identité plus faible d’environ 73 %. L'alignement des 5 séquences ADNc de 900 pb et 
des 6 séquences pleine taille à cadre de lecture ouvert, identifiées au cours de cette thèse 
et indiquées dans le chapitre 1, est représenté en figure 76. Les séquences ADNc et pleine 
taille présentent des identités entre elles comprises de 79 à 99 %. Les clones F9-Stop-1 et 
Aacutimar1.1 et 1.3 sont les plus proches avec 99 et 99,11 % d'identité, confirmant 
l'identification de ces fragments ADNc. 
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                       *            480              *            510              *            540              *            570              *            600                
F9-Stop-2    : ------------------------------------------------------ATATCGATGCAATGGATGAAGCTGTGCAACAAGTTCCTCACTGAATGAAGAGTTCTTACCATGGTTTGGCAGCACAGATAGGAGTTCCCAAGACAACA :   98 
Aacutmar1.12 : ATGAAGAGGAGATCAAATCAAAGAAACATGAGAGAGGAAGAAAGATGGTGTGGGATATTGATGCAATGGATGAAGCTGTGCAACAAGTTCCTTACTCAGCAAAGAAGTCTTACCATGGTTTGGCAGCACAGATTGGAGTCCCCAAGACAACC :  608 
Aacutmar1.7  : ATGAAGCTGAGATCAAATCAAAGAAACATGAAAGAGGAAGAAAGATGCTGTGGGATATCGATGCAATGGATGAAGCTGTGCAACAAGTTCCTCGCTCAGTGAAGAAGTCTTACCATGGTTTGGCAGCACAGATAGGAGTCCCCAAGACAACC :  608 
F9-Stop-1    : ------------------------------------------------------ATATCGATGCAATGGATGAAGCTGTGCAACAAGTTCCTCGCTCAGTGAAGAAGTCTTACCATGGTTTGGCAGCACAGATAGGAGTCCCCAAGACAACC :   98 
Aacutmar1.2  : ATGAAGCTGAGATCAAATCAAAGAAACATGAAAGAGGAAGAAAGATGCTGTGGGATATCGATGCAATGGATGAAGCTGTGCAACAAGTTCCTCGCTCAGTGAAGAAGTCTTACCATGGTTTGGCAGCACAGATAGGAGTCCCCAAGACAACC :  608 
Aacutmar1.9  : ATGAAGCTGAGATCAAATCAAAGAAACATGAGAGAGGAAGAAAGATGCTGTGGGATATCGATGCAATGGATGAAGCTGGGCAACAAGTTCCTCGCTCAGTGAAGAAGTCTTACCATGGTTTGGCAGCACAGATAGGAGTCCCCAAGACAACC :  608 
Aacutmar1.1  : ATGAAGCTGAGATCAAATCAAAGAAACATGAAAGAGGAAGAAAGATGCTGTGGGATATCGATGCAATGGATGAAGCTGTGCAACAAGTTCCTCGCTCAGTGAAGAAGTCTTACCATGGTTTGGCAGCACAGATAGGAGTCCCCAAGACAACC :  608 
Aacutmar1.3  : ATGAAGCTGAGATCAAATCAAAGAAACATGAAAGAGGAAGAAAGATGCTGTGGGATATCGATGCAATGGATGAAGCTGTGCAACAAGTTCCTCGCTCAGTGAAGAAGTCTTACCATGGTTTGGCAGCACAGATAGGAGTCCCCAAGACAACC :  608 
F9-Stop-3    : ------------------------------------------------------ATATCGATGCAATGGATGAAGCTGTGCAACAAGTTCCTTGCTCAGTGAAGAAGTCTTACCATGGCTTGGCAGCACAGATAGGAGTCCCCAAGACAACC :   98 
F9-Stop-4    : ------------------------------------------------------ATATCGATGCAATGGATGAAGCTGTGCAACAAGTTCCTTGCTCGTTGAAGAAGTCTTACCATGGTTTGGCAGCACAGATAGGAGTTCCCAAGACAACA :   98 
F9-Stop-5    : ------------------------------------------------------ATATCGATGCAATGGATGAAGCTGTGCAACAAGTTCCTTGCTCGTTGAAGAAGTCTTACCATGGTTTGGCAGCACAGATAGGAGTTCCCAAGACAACA :   98 
 
 
                     *            630              *            660              *            690              *            720              *            750                  
F9-Stop-2    : CTGTTGCGATACAGAAAGGAGTTTCTTGCTAGACACAGCAATGCCCTCAAGCCGACACTCACTCCTGAACACAAAGCAGCAAGACTTGAGTTTGCCATGAGCAAAATAGACCCGAATACGGTAAGGAATGGAAG---TCCGAAGTGCGTACC :  247 
Aacutmar1.12 : CTGTTGCGATACAGAAAGGAGTTCCTTGTTAGACACAGCAATGCACTGAAGCCGACACTCACTCCTGAACACAAAGCAGCAAGACTTGAGTTTGCCATGAGCAAAGTAGACCCGAATACGGTAAGGAATGGAAGTTGTCCCAAGTACTTACC :  760 
Aacutmar1.7  : CTGTTGCGATACAGAAAGGAGTTCCTTGTTAGACACAGCAATGCCCTCAAGCCGACACTCACTCCTGAACACAAAGCAGCAAGACTTGAGTTCGCAATGAGCAAAATAGACCCGAATACGGTAAGGAATGGAAGTCGTCCCAAGTACTTACC :  760 
F9-Stop-1    : CTGTTGCGATACAGAAAGGAGTTCCTTGTTAGACACAGCAATGCCCTCAAGCCGACACTCACTCCTGAACACAAAGCAGCAAGACTTGAGTTTGCAATGAGCAAAATAGACCCGAATACGGTAAGGAATGGAAGTCGTCCCAAGTACTTACC :  250 
Aacutmar1.2  : CTGTTGCGATACAGAAAGGAGTTCCTTGTTAGACACAGCAATGCCCTCAAGCCGACACTCACTCCTGAACACAAAGCAGCAAGACTTGAGTTTGCAATGAGCAAAATAGACCCGAATACGGTAAGGAATGGAAGTCGTCCCAAGTACTTACC :  760 
Aacutmar1.9  : CTGTTGCGATACAGAAAGGAGTTCCTTGTTAGACACAGCAATGCCCTCAAGCCGACACTCACTCCTGAACACAAAGCAGCAAGACTTGAGTTTGCAATGAGCAAAATAGACCCGAATACGGTAAGGAATGGAAGTCGTCCCAAGTACTTACC :  760 
Aacutmar1.1  : CTGTTGCGATACAGAAAGGAGTTCCTTGTTAGACACAGCAATGCCCTCAAGCCGACACTCACTCCTGAACACAAAGCAGCAAGACTTGAGTTTGCAATGAGCAAAATAGACCCGAATACGGTAAGGAATGGAAGTCGTCCCAAGTACTTACC :  760 
Aacutmar1.3  : CTGTTGCGATACAGAAAGGAGTTCCTTGTTAGACACAGCAATGCCCTCAAGCCGACACTCACTCCTGAACACAAAGCAGCAAGACTTGAGTTTGCAATGAGCAAAATAGACCCGAATACGGTAAGGAATGGAAGTCGTCCCAAGTACTTACC :  760 
F9-Stop-3    : CTGTTGCAATACAGAAGAGAGTTCTTTGTTAGACATATCAATGTCCTGAAGCCGACACTCACTCCTGAACACATAGTAGCAAGACTGGAGTTTACCATGAGTAAAGTAGACCCAAATATGGTAAGGAATGGAAG---TCCGAAGTACTTACC :  247 
F9-Stop-4    : CTGTTGCGATACAGAAAGGAGTTCCTTGTTAGACACAGCAATGCCTTGAAGCCGACACTCACTCCTGAACACAAAGCAGCGAGACTGGAGTTTGCCATGAGTAAAGTAGACCCGAATACGGTAAGGAATGGAAG---CCCGAAGTACTTACC :  247 
F9-Stop-5    : CTGTTGCGATACAGAAAGGAGTTTCTTGTTGGACACAGCAATGCCTTGAAGCCGACACTCACTCCTGAACACAAAGCAGCGAGACTGGAGTTTGCCATGAGTAAAGTAGAACCGAATACGGTAAGGAATGGAAG---CCCGAAGTACTTACC :  247 
 
 
                   *            780              *            810              *            840              *            870              *            900                    
F9-Stop-2    : AATGTTAGATGAGGTTCATGTTGATGAAAAGTTGTTCCACATGACAAAGGACAATCGAGTCTTCATCTTGTCAAAGAATGAGGAACCGCCCAAAAGAACTGTCCAGCACAAATGTTACATTGGCAAAGTGATGTATTTGTGTGCACAAGCTC :  399 
Aacutmar1.12 : AATGTTAGACGAGGTTCATGTTGATGAAAAGTGGTTCCACATGACCAAGGATAACCAGGTGTTCATCTTGTCAAAGAACAAGGAACCACCCAAAAGAACAGTGCAACACAAGTGTTGCATTGGCAAAGTGATGTTCTTGTGTGCACAAGCTC :  912 
Aacutmar1.7  : AATGTTAGACGAGGTTCATGTTGACGAGAAGTGGTTCCACATGACAAAGGACAATCAAGTCTTCATCTTGTCAAAGAACGAGGAACCACCCAAAAGAACTGTGCAACACAAATGTTACATTGGCAAAGTGATGTTCTTGTGTGCACAAGCTC :  912 
F9-Stop-1    : AATGTTAGACGAGGTTCATGTTGACGAGAAGTGGTTCCACATGACAAAGGACAATCAAGTCTTCATCTTGTCAAAGAACGAGGAACCACCCAAAAGAACTGTGCAACACAAATGTTACATTGGCAAAGTGATGTTCTTGTGTGCACAAGCTC :  402 
Aacutmar1.2  : AATGTTAGACGAGGTTCATGTTGACAAGAAGTGGTTCCACATGACAAAGGACAATCAAGTCTTCATCTTGTCAAAGAACGAGGAACCACCCAAAAGAACTGTGCAACACAAATGTTACATTGGCAAAGTGATGTTCTTGTGTGCACAAGCTC :  912 
Aacutmar1.9  : AATGTTAGACGAGGTTCATGTTGACGAGAAGTGGTTCCACATGACAGAGGACAATCAAGTCTTCATCTTGTCAAAGAACGAGGAACCACCCAAAAGAACTGTGCAACACAAATGTTACATTGGCAAAGTGATGTTCTTGTGTGCACAAGCTC :  912 
Aacutmar1.1  : AATGTTAGACGAGGTTCATGTTGACGAGAAGTGGTTCCACATGACAAAGGACAATCAAGTCTTCATCTTGTCAAAGAACGAGGAACCACCCAAAAGAACTGTGCAACACAAATGTTACATTGGCAAAGTGATGTTCTTGTGTGCACAAGCTC :  912 
Aacutmar1.3  : AATGTTAGACGAGGTTCATGTTGACGAGAAGTGGTTCCACATGACAAAGGACAATCAAGTCTTCATCTTGTCAAAGAACGAGGAACCACCCAAAAGAACTGTGCAACACAAATGTTACATTGGCAAAGTGATGTTCTTGTGTGCACAAGCTC :  912 
F9-Stop-3    : AATGTTAGATGAGGTTCATGTTGATGAGAAGTGGTTTCACATGACAAAAGACAATCAAGTATTCATCCTGTCCAAGAGCGAGAAACCGCCCAAGAAAACTGTTCAGCACAAGGGATACATTGGCAAAGTGATGTTTTGT-GTGCACAAGCAA :  398 
F9-Stop-4    : AATGTTAGACGAGGTTCATGTTGATGAAAAGTGGTTCCACATGACCAAGGATAATCAGGTGTTCATCTTGTCCAAGAATGAAGAGCCTCCAAAAAGGACTGTTCAGCACAAAGGATACATTGGCAAAGTGATGTTCTTGTGTGCACAAGCAA :  399 
F9-Stop-5    : AATGTTAGACGAGGTTCATGTTGATGAAAAGTGGTTCCACATGACCAAGGATAATCAGGTGTTCATCTCGTCCAAGAATGAAGAGCCTCCAAAAAGGACTGTTCAGCACAAAGGATACATTGGCAAAGTGATGTTCTTGTGTGCACAAGCAA :  399 
 
 
                 *            930              *            960              *            990              *           1020              *           1050                      
F9-Stop-2    : GTCCAAGGATGGTAGATGGCCGAATGTGGGATGGAAAGATTGGAATTTGGCCGTTTGGATATGTTGGAGAAGCCCAAGGACAATCAAAACACAGACCCAGAGGAGCACCGGTTTGGAAAAATGAAAGCGTTAAACAAGAGGTGTATTGCCGA :  551 
Aacutmar1.12 : GTCCAAGGATGGTAGATGGCCGAATGTGGGATGGAAAGATTGGCATTTGGCCATTTGGATATGTTGGAGAAGCACAAAGACGATCCAAACACAGACCCAGAGGAGCACCAGTTTGGAGAAACGAAAGCGTTAAACAAGAGGTGTACCGCCGA : 1064 
Aacutmar1.7  : GTCCAAGAATGGTAGATGGCCGAATGTGGGATGGAAAGATTGGCATATGTCCATTTGGATATGTTGGAGAAGCCCAAAGACGATCAAAACTCAGACCCAGAGGAGCACCGGTTTGGAAGAATGAGAGCGTTAAACAAGAGGTGTACCGCCGA : 1064 
F9-Stop-1    : GTCCAAGAATGGTAGATGGCCGAATGTGGGATGGAAAGATTGGCATATGGCCATTTGGATATGTTGGAGAAGCCCAAAGACGATCAAAACACAGACCCAGAGGAGCACCGGTTTGGAAGAATGAGAGCGTTAAACAAGAGGTGTACCGCCGA :  554 
Aacutmar1.2  : GTCCAAGAATGGTAGATGGCCGAATGTGGGATGGAAAGATTGGCATATGGCCATTTGGATATGTTGGAGAAGCCCAAAGGCGATCAAAACACAGACCCAGAGGAGCACCGGTTTGGAAGAATGAGAGCGTTAAACAAGAGGTGTACCGCCGA : 1064 
Aacutmar1.9  : GTCCAAGAATGGTAGATGGCCGAATGTGGGATGGAAAGATTGGCATATGGCCATTTGGATATGTTGGAGAAGCCCAAAGACGATCAAAACACAGACCCAGAGGAGCACCGGTTTGGAAGAATGAGAGCGTTAAACAAGAGGTGTACCGCCGA : 1064 
Aacutmar1.1  : GTCCAAGAATGGTAGATGGCCGAATGTGGGATGGAAAGATTGGCATATGGCCATTTGGATATGTTGGAGAAGCCCAAAGACGATCAAAACACAGACCCAGAGGAGCACCGGTTTGGAAGAATGAGAGCGTTAAACAAGAGGTGTACCGCCGA : 1064 
Aacutmar1.3  : GTCCAAGAATGGTAGATGGCCGAATGTGGGATGGAAAGATTGGCATATGGCCATTTGGATATGTTGGAGAAGCCCAAAGACGATCAAAACACAGACCCAGAGGAGCACCGGTTTGGAAGAATGAGAGCGTTAACCAAGAGGTGTACCGCCGA : 1064 
F9-Stop-3    : GGCCAAGGAT--------GGTGAATGTGGGATGGCAAGCTTGGCATTTGGCCGTTTGGATATGTAGGACAGGCACAGAAAAAATCAAAGTAGAGACCAGCTGGAGCCCCTGTTTGGGAAAACGAGAGTGTTGATAGAGATACTTACAAACAA :  542 
F9-Stop-4    : GGCCGAGGATGGTAAATGGCCGAATGTGGGATGGCAAGCTTGGTATTTGGCCATTTGGACATGTTGGACAGGCACAGAGAAAATCGAAATACAGACCGGCAGGAGCCCCTGTGTGGGAAAATGAGAGTGTTGATAGAGACACTTACAGGCGA :  551 
F9-Stop-5    : GGCCGAGGATGGTAAATGGCCGAATGTGGGATGGCAAGCTTGGTATTTGGCCATTCGGACATGTTGGACAGGCACAGAGAAAATCGAAATACAGACCGGCAGGAGCCCCTGTGTGGGAAAATGAGAGTGTTGATAGAGACACTTACAGGCGA :  551 
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               *           1080              *           1110              *           1140              *           1170              *           1200              *         
F9-Stop-2    : TACATGCTGGACAAGGTCATTCCTGCCATTATAGACAAGTTCCCCATGAGATACTTGAAAG---AGGGGGTCAAAATCCAACAAGACGGATCAACTGCTCATTTGCCTGACAGAGATGAAGAGTGGAATGAAGCAATGGAGATACTCAAACA :  700 
Aacutmar1.12 : TACATGTTGGACAAGGTCATCCCTGCCATTATAGACAAGTTCCCCATGAGATACTTGAAAA---AGGGAGTCAAAATCCAACAAGATGGATCAACGGCCCATTTGCCTGATGGAGATGAAGAGTGGAATGAAGCAATGGAGATACTCAAACG : 1213 
Aacutmar1.7  : TACATGTTGGACAAGGTCATTCCTGCCATTATGAGCAAGTTCCCCATGAGATACTTGAAAG---AGGGGGTCAAAATCCAACAAGACGGATCAACTGCCCATTTGCCTGATGGAGATGAAGAGTGGAATGAAGCAATGGATATACTCAAACG : 1213 
F9-Stop-1    : TACATGTTGGACAAGGTCATTCCTGCCATTATAGACAAGTTCCCCATGAGATACTTGAAAG---AGGGGGTCAAAATCCAACAAGACGGATCAACTGCCCATTTGCCTGATGGAGATGAAGAGTGGAATGAAGCAATGGATATACTCAAACG :  703 
Aacutmar1.2  : TACATGTTGGACAAGGTCATTCCTGCCATTATAGACAAGTTCCCCATGAGATACTTGAAAG---AGGGGGTCAAAATCCAACAAGACGGATCAACTGCCCATTTGCCTGATGGAGATGAAGAGTGGAATGAAGCAATGGATATACTCAAACG : 1213 
Aacutmar1.9  : TACATGTTGGACAAGGTCATTCCTGCCATTATAGACAAGTTCCCCATGAGATACTTGAAAG---AGGGGGTCAAAATCCAACAAGACGGATCAACTGCCCATTTGCCTGATGGAGATGAAGAGTGGAATGAAGCAATGGATATACTCAAACG : 1213 
Aacutmar1.1  : TACATGTTGGACAAGGTCATTCCTGCCATTATAGACAAGTTCCCCATGAGATACTTGAAAG---AGGGGGTCAAAATCCAACAAGACGGATCAACTGCCCATTTGCCTGATGGAGATGAAGAGTGGAATGAAGCAATGGATATACTCAAACG : 1213 
Aacutmar1.3  : TACATGTTGGACAAGGTCATTCCTGCCATTATAGACAAGTTCCCCATGAGATACTTGAAAG---AGGGGGTCAAAATCCAACAAGACGGATCAACTGCCCATTTGCCTGATGGAGATGAAGAGTGGAATGAAGCAATGGATATACTCAAACG : 1213 
F9-Stop-3    : TATATGCTTGACAAAGTAATTTCAGCCATCTTGGAGAAGTTTCTAATGCGTGTTCTGTGAAATGGGGGTGTGAAGATCCAGCAAGACGGTGCAAAATCCCATATTCCTGACAATGATGAAGAATGGTTAGATGCCATGCAAAGCATTTACGA :  694 
F9-Stop-4    : TACATGCTTGACAAGGTGATTCCGGCCATCTTGGAAAAGTTTCCAATGCGTATTCTGTGAAATGGAGGTTTGAAGATCCAGCAGGATGGCGCCAAATCCCATATTCCTGACAATGATGAAGAATGGTTAGAGGCCATGCAGAACATTTATGA :  703 
F9-Stop-5    : TACATGCTTGACAAGGTGATTCCGGCCATCTTGGAAAAGTTTCCAATGCGTATTCTGCGAAATGGAGGTTTGAAGATCCAGCAGGATGGCGCCAAATCCCATATTCCTGACAATGATGAAGAATGGTTAGAGGCCATGCAGAACATTTATGA :  703 
 
 
                         1230              *           1260              *           1290              *           1320              *           1350              *           
F9-Stop-2    : TGAGAGCAGAATCAACATCAAGCTGTACACCCAACCGGCTCAATCACCGGACACAAACATCAATGACTTGGCATTCTTC----------GAACCCTCTATTATGAAGCTGCACCGACAACTGACTTTGCCCTCATCAAGGCAGTGGAGGATG :  842 
Aacutmar1.12 : TGAGAGCAGAATCAACATCAAGCTGTACACCCAACCGGCTCAATCACCGGACACAAACATCAATGACTTGGCATTCTTCAGGAGCATCCAAACCCTCTATTATGAAGCTGCACCAACAACCGACTTTGCCCTCATCAAGGCAGTGGAGGATG : 1365 
Aacutmar1.7  : TGAGAGCAGAATTAACATCAAGCTGTACACCCAACCGGCTCAATCACCGGACACAAACATCAATGATTTGGCATTCTTCAGGAGCATCCAAACTCTTTATTATGAAGCTGCACCGACAACCGAATTTGCCCTCATTAAGGCAGTGGAGGATG : 1365 
F9-Stop-1    : TGAGAGCAGGATTAACATCAAGCTGTACACCCAACCGGCTCAATCACCGGACACAAACATCAATGATTTGGCATTCTTCAGGAGCATCCAAACTCTTTATTATGAAGCTGCACCGACAACCGAATTTGCCCTCATCAAGGCAGTGGAGGATG :  855 
Aacutmar1.2  : TGAGAGCAGAATTAACATCAAGCTGTACACCCAACCGGCTCAATCACCGGACACAAACATCAATGATTTGGCATTCTTCAGGAGCATCCAAACTCTTTATTATGAAGCTGCACCGACAACCGAATTTGCCCTCATCAAGGCAGTGGAGGATG : 1365 
Aacutmar1.9  : TGAGAGCAGAATTAACATCAAGCTGTACACCCAACCGGCTCAATCACCGGACACAAACATCAATGATTTGGCATTCTTCAGGAGCATCCAAACTCTTTATTATGAAGCTGCACCGACAACCGAATTTGCCCTCATCAAGGCAGTGGAGGATG : 1365 
Aacutmar1.1  : TGAGAGCAGAATTAACATCAAGCTGTACACCCAACCGGCTCAATCACCGGACACAAACATCAATGATTTGGCATTCTTCAGGAGCATCCAAACTCTTTATTATGAAGCTGCACCGACAACCGAATTTGCCCTCATCAAGGCAGTGGAGGATG : 1365 
Aacutmar1.3  : TGAGAGCAGAATTAACATCAAGCTGTACACCCAACCGGCTCAATCACCGGACACAAACATCAATGATTTGGCATTCTTCAGGAGCATCCAAACTCTTTATTATGAAGCTGCACCGACAACCGAATTTGCCCTCATCAAGGCAGTGGAGGATG : 1365 
F9-Stop-3    : TGAGTACAAGCTGAATATTCAGATATATACTCAACCGGCTCAATCACCAGACACGAACATCAATGATTTGGCATTCTTTAGAAGCATCCAAATGCTTTATTATGAAGCAGCACCAACAAACGACTTTGCTCTCATCAAGAAAGTTGAGGATG :  846 
F9-Stop-4    : CGAGTACAAGTTGAAGATTCAGATATACACTCAACCGGCTCAATCACCGGATACAAACATCAACGACTTGGCATTCTTCAGGAGCATCCAAACGCTTTATTATGAAGCAGCACCGACAAACGACTTTGCTCTCATCAAAGCAGTCGAGGATG :  855 
F9-Stop-5    : CGAGTACAAGTTGAAGATTCAGATATACACTCAACCGGCTCAATCACCGGATACAAACATCAACGACTTGGCATTCTTCAGGAGCATCCAAACGCTTTATTATGAAGCAGCACCGACAAACGACTTTGCTCTCATCAAAGCAGTCGAGGATG :  855 
 
 
                       1380              *           1410              *           1440              *           1470              *           1500              *             
F9-Stop-2    : CGTATTGGAAGTACCCAGCAAACAAGCTCAATCAGATGTATTGA------------------------------------------------------------------------------------------------------------ :  886 
Aacutmar1.12 : CGTATTGGAAGTACCCAGCAAACAAGCTCAATCGAATGTGGCTCACTTACCAAAGCTGTCTTAACATGATCATCGAACATGAGGGAGACAACTTCTACAGCATTCCTCACATGAATAAAGAGGGCTTGGAAAAGACCGGCCGATTGCCAAAA : 1517 
Aacutmar1.7  : CATACTGGAAGTATCCAGCAAACAAGCTCAATCGAATGTGGCTCACTTACCAAAGCTGTCTCAACATGATCATTGAACACGAGGGAGACAACTTTTACAGCATTCCTCACATGAACAAAGAGGGCTTGGAAAAGACCGGCCGATTGCCAAAA : 1517 
F9-Stop-1    : CATACTGGAAGTATCCAGCAAACAAGCTCAATCAGATGTATTGA------------------------------------------------------------------------------------------------------------ :  899 
Aacutmar1.2  : CATACTGGAAGTATCCAGCAAACAAGCTCAATCGAATGTGGCTCACTTACCAAAGCTGTCTCAACATGATCATTGAACACGAGGGAGACAACTTTTACAGCATTCCTCACATGAACAAAGGGGGCTTGGAAAAGACCGGCCGATTGCCAAAA : 1517 
Aacutmar1.9  : CATACTGGAGGTATCCAGCAAACAAGCTCAATCGAATGTGGCTCACTTACCAAAGCTGTCTCAACATGATCATTGAACACGAGGGAGACAACTTTTACAGCATTCCTCACATGAACAAAGAGGGCTTGGAAAAGACCGGCCGATTGCCAAAA : 1517 
Aacutmar1.1  : CATACTGGAAGTATCCAGCAAACAAGCTCAATCGAATGTGGCTCACTTACCAAAGCTGTCTCAACATGATCATTGGACACGAGGGAGACAACTTTTACAGCATTCCTCACATGAACAAAGAGGGCTTGGAAAAGACCGGCCGATTGCCAAAA : 1517 
Aacutmar1.3  : CATACTGGAAGTATCCAGCAAACAAGCTCAATCGAATGTGGCTCACTTACCAAAGCTGTCTCAACATGATCATTGAACACGAGGGAGACAACTTTTACAGCATTCCTCACATGAACAAAGAGGGCTTGGAAAAGACCGGCCGATTGCCAAAA : 1517 
F9-Stop-3    : CATATTGGAAGTATCCAGTTAACAAGCTCAATCAGATGTATTGA------------------------------------------------------------------------------------------------------------ :  890 
F9-Stop-4    : CGTATTGGAAGTATCCAATTAACAAGCTCAATCAGATGTATTG------------------------------------------------------------------------------------------------------------- :  898 
F9-Stop-5    : CGTATTGGAAGTATCCAATTAACAAGCTCAATCAGATGTATTGA------------------------------------------------------------------------------------------------------------ :  899 
 
 
 
Figure 76 : Alignement en acides nucléiques des 5 séquences ADNc de MLE (F9-Stop-1 à -5) et des 6 séquences pleine taille et à 
cadre de lecture ouvert (Aacutmar1) isolées dans le présent travail et présentées dans le chapitre précédent. 
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 1.3. Détection par Q-RT-PCR de l'expression des MLE et des gènes de 
réponse aux stress 
Les résultats obtenus par la technique de RT-PCR n'ont pas été très concluant, aussi 
bien pour les gènes de ménage que pour les gènes de réponse aux stress et pour les 
MLE. Toutefois, le résultat positif obtenu pour les MLE après 5 h de stress à 16 °C et le 
fait que des éléments complets avec des ORF aient été mis en évidence, nous ont permis 
de définir d'autres amorces et d’utiliser la méthode de RT-PCR quantitative pour 
quantifier l’expression des MLE détectés. 
Pour la PCR en temps réel, les ARN ont été extraitsà l'aide d'un kit (Sigma) pour tous 
les échantillons et leur qualité testée par le système automatisé Experion. Les profils de 
microélectrophorèse ainsi qu’une valeur de RQI satisfaisante (8,2 en moyenne), 
synonyme d’une bonne qualité des ARN totaux ont été obtenus pour tous les 
échantillons (stage M2, Stanilas Thiriet-Rupert). 
 1.3.1. Caractérisation des gènes de ménage 
Du fait du peu d’informations disponibles dans les banques de données sur A. 
acutiuscula NCC 216, ce travail s’est basé sur 12 gènes de ménage caractérisés chez la 
diatomée modèle P. tricornutum CCMP 632 (Siaut et al. 2007) ainsi que sur les deux 
gènes de ménage (actine et ribosome) caractérisés en RT-PCR chez A. acutiuscula NCC 
216. Après plusieurs essais sur des ADNc obtenus à partir de cultures témoins (cultivées 
pendant 5 j à 24 °C), des amplifications ont été obtenues en utilisant les amorces ciblant 
7 des gènes de ménages caractérisés chez P. tricornutum - actine 16, actine 12, GAPDH 
(Glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase), TBP (TATA box binding protéine), 
ubiquitine, RPS (protéine ribosomale de la petite sous unité 30S), H4 (Histone 4) - ainsi 
que pour l’actine β et la sous-unité ribosomale 18S d’A. acutiuscula. Le séquençage a 
confirmé l’amplification des gènes souhaités, excepté pour TBP et H4. Les 7 autres 
gènes de ménage ont donc été conservés pour la suite de ce travail (PCR en temps réel). 
 1.3.2. Caractérisation degènes d’intérêt 
 
Les ADNc utilisés pour caractériser ces gènes on été obtenus à partir d’une 
culture témoin (cultivée 5 j à 24 °C). D'après le travail de Master 2 de S. Thiriet-Rupert, 
seul un gène de réponse aux stress a pu être conservé pour le reste de l'expérimentation, 
il s'agit du gène de hsp70 qui a pu être amplifié, cloné, séquencé et identifié comme tel. 
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Le couple d'amorces (QHSPAmpfw/QHSPAmprw) utilisé précédemment a été conservé 
pour la Q-RT-PCR (Fig. 77). 
 
Figure 77 : Électrophorèse sur gel d’agarose 1 % des produits d’amplification 
obtenus avec les amorces QHSPAmpfw/QHSPAmprw chez A. acutiuscula. 
 
En ce qui concerne les MLE, dans le chapitre 1, deux nouvelles séquences de 400 pb ont 
été identifiées et ajoutées aux 6 précédentes déjà acquises au laboratoire (D. Hermann, 
soumises). Trois couples d'amorces (acutimarF1/acutimarR1; acutimarF2/acutimarR2 ; 
acutimarFdeg/acutimarRdeg) dont un dégénéré ont été dessinés à partir de ces 8 
séquences. Ces trois couples d'amorces ont permis l’amplification de 9 séquences dont 3 
avaient une taille inférieure à celle attendue (48 pb et 66 pb au lieu de 95 pb). Les 6 
séquences obtenues ont été notées MLE1, 1.1, 1.4, 1.5 pour celles issues de l'utilisation 
du couple F1/R1; MLE2 pour le couple F2/R2 et MLEdeg pour celle issue de 
l'amplification avec le couple d'amorces dégénérées. Les trois couples d’amorces ont été 
testés en PCR en temps réel. 
Parmi les séquences de transposase de MLE obtenues précédemment, les deux plus 
proches (nommées Aacutimar 1.4 et 1.6) ont été utilisées dans le but de les comparer 
aux six séquences obtenues avec les amorces de PCR en temps réel. Au niveau 
nucléotidique, ces séquences ont un pourcentage d’identité entre elles variant de 87à 99 
% et allant de 87% à 99 % avec les séquences 1.4 (FN546188) et 1.6 (FN546190). 
Lorsque l’alignement a étérefaitsans les séquences des amorces, les séquences avaient 
un pourcentage d’identité entre elles comprirent entre 82% et 100 % (pour trois d’entres 
elles) et de 90 % à 100 % avec les séquences 1.4 et 1.6 (Fig. 78). 
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Figure 78 : Alignement nucléotidique des six séquences obtenues avec les trois couples d’amorces 
ayant servi à la Q-RT-PCR et ciblant le gène de la transposase des MLE avec les deux séquences 
des banques de données les plus proches Aacutima1.4 et 1.6. 
 
Toutes les séquences ont été traduites en protéines (grâce au logiciel Expasy Translate 
http://web.expasy.org/translate/) et leur alignement révèle l’apparition d’un codon 
STOP dans la séquence 1.4 ainsi que dans les séquences MLE1 et MLE2. En ce qui 
concerne les séquences MLE obtenues avec les amorces de Q-PCR, elles montrent, 
entre elles, un pourcentage d’identité de 83 % à 100 % et des pourcentages un peu plus 
faibles avec les séquences 1.4 et 1.6 de 81 % à 97 %. (Fig. 79). 
 
 
Figure 79 : Alignement protéique des six séquences obtenues avec les trois couples 
d’amorces utilisées en Q-RT-PCR et ciblant le gène de la transposase des MLE 
avec les deux séquences déposées dans les banques de données et obtenues dans 
thèse D. Hermann (2011). 
Les deux motifs caractéristiques comprenant les deux premiers acides aspartiques de la triade 
catalytique sont encadrés en rouge. Les codons stop (z) sont indiqués par une flèche rouge. 
 
Il est à noter que la portion amplifiée par les amorces est comprise entre les deux 
premiers acides aspartiques de la triade catalytique au sein des motifs conservés 
(IDEKWF et IQQDNA) caractéristiques des MLE de plantes (Fig. 79). 
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 1.3.3. PCR en temps réel 
Mise au point 
Pour la mise au point en qPCR et ce, quelle que soient les amorces utilisées, la courbe 
de dissociation ne doit comporter qu’un seul pic. Si ce n’est pas le cas, cela signifie qu'il 
y a la présence de deux amplicons, et donc une amplification non spécifique générées 
par  les amorces utilisées. Dans ce cas, elles doivent être changées. Ce fut le cas pour 
l’ubiquitine (Fig. 80).  
Ensuite, une courbe standard (logarithme de la concentration de matrice en fonction des 
valeurs de Ct) a été réalisée (Fig. 81) afin de déterminer l’efficacité des amorces 
utilisées. Pour cela, une amplification a été réalisée avec une gamme de dilution 
d’ADNc (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128). L’efficacité a été calculée grâce à la 
pente de la droite obtenue et elle doit être comprise entre 85 % et  115 %. Le R² doit, 
quant à lui, être supérieur à 0,98. Pour les amorces ciblant l’actine β et la sous unité 
ribosomale 18S ont été utilisées à une concentration finale de 0,1 µM. Les efficacités 
obtenues étaient, dans un premier temps, de 117,6 % et 150,9 %. Les courbes de 
dissociation montrant une amplification d’un seul fragment (Fig. 82), le problème venait 
d’un biais de manipulation (le volume déposé dans chaque puits n’était pas régulier). 
Pour y remédier, une pipette multicanaux automatique a été utilisée et a permis, dans les 
mêmes conditions, d’obtenir des efficacités de 111,8 % pour l’actine β et de 107,5 % 
pour la sous unité ribosomale 18S (Tab. 18). Dans le cas de RPS, les amorces n’ont pas 
permis d’obtenir de courbe standard satisfaisante. Un nouveau couple d’amorces a donc 
été redéfini et, utilisé à une concentration finale de 0,8 µM, a permis d’obtenir un R² de 
0,992 et une efficacité de 133,4 %. Afin d’améliorer cette dernière, les amorces ont été 
utilisées à une concentration finale de 0,5 µM, ce qui a permis d’obtenir une efficacité 
de 105,6 % (Tab. 18). Quant aux amorces ciblant la GAPDH et l’actine 16, elles n’ont 
pas permis d’amplification. Suffisamment de gènes de ménage ayant déjà été mis au 
point (Tab. 18), aucun nouveau couple n’a été défini et ces deux gènes n’ont pas été 
conservés. 
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Figure 80 : Courbe de dissociation obtenue avec le premier couple d’amorces ciblant 
le gène de l’ubiquitine. La présence de deux pics traduit celle de deux amplicons 
Figure 81 : Courbe standard obtenue avec le deuxième couple d’amorces ciblant l’ubiquitine. 
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Tableau 18 : Liste des couples d’amorces utilisés en PCR en temps réel et 
conditions retenues. 
 
 
Gène Amorces séquence Efficacité R² [amorces] (µM) 
Ubiquitine AacutUbifw CGACAACGTCAAGACCAAGATTC 96,999 0,998 0,8 
AacutUbirv CCATCTTCCAGCTGCTTTCC 
RPS AacutRPSfw  CCGTCGTGGAACAACAAATAGTC 105,677 1 0,5 
AacutRPSrv CTTCGACAAAGGCACCATAGG 
Actine 12 AacutActin12fw CGGAAGCGTACAAGGAAAGG 93,779 0,984 0,5 
AacutActin12rv CGAGAGCGTATGACGCAAATCATG 
Actine β QPCRAacutActinbF CTTGCCGGTCGCGATCT 111,841 0,996 0,1 QPCRAacutActinbR CGTTCAGCCGTAGTGGTCAA 
18S QPCRAacut18SF AAAATTGGACCACAGGGAACAC 107,538 0,997 0,1 QPCRAacut18SR CCAGCAGCCGCGGTAAT 
HSP70 QHSPAmpfw CATTAACGAACCAACTGCCGC 100,315 0,991 0,8 QHSPAmprv CACATCAAATGTACCACCACCAAG 
MLE acutimarF1 AAAGTGATGTTCTTGTGTGC 112,34 0,984 0,1 
acutimarR1 CCAACATATCCAAATGGCCAAAT 
 
Figure 82 : Courbe de dissociation obtenue avec le couple d’amorces ciblant le gène 18S 
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A une concentration de 0,1 µM, le couple d’amorces retenu pour la hsp70 a montré une 
bonne spécificité d’amplification, un bon R² mais une efficacité insuffisante (57,2 %). 
Afin de l’améliorer, la concentration finale des amorces a donc été augmentée à 0,5 µM 
et 0,8 µM. Ce qui a permis d’obtenir, respectivement, une efficacité de 94,5 % et 100,3 
% (Tab. 18). Cette dernière condition a donc été retenue. 
Pour les MLE, les trois couples ont été testés et ont tous montré une efficacité et un R² 
satisfaisants respectivement compris entre 90 et 115 % et proche de 1 (Tab. 18). 
Cependant, la présence de deux pics sur la courbe de dissociation des couples acutimar 
F2/R2 et acutimar Fdeg/Rdeg, a révélé une amplification aspécifique. Le couple 
acutimar F1/R1 (112,34 % d’efficacité et R² de 0,984) a donc été retenu pour la suite de 
ce travail. 
 Expression différentielle dans les différentes conditions thermiques 
Cette partie repose sur l’utilisation de la technique du 2-∆∆Ct. Chaque gène a été amplifié 
avec des ADNc obtenus à partir de cultures placées aux trois températures retenues, et 
dilués au ½, excepté le gène de la sous unité ribosomale 18S dont les transcrits sont 
toujours plus abondants. Dans ce cas, les ADNc ont été dilués au 1/128. Pour chaque 
condition, un triplicat biologique a été réalisé. 
Les témoins (T=0 cultivés à 24 °C) des conditions 16 °C et 24 °C ont été réunis afin de 
servir de référence aux valeurs de Ct des différentes conditions testées. Le témoin à 32 
°C n’a pas été pris en compte car sa valeur semblait incohérente et l'échantillon a été 
éliminé. En effet, on observait une expression de presque 15 fois supérieure à celle du 
témoin pour cet échantillon alors que les diatomées n’avaient encore subi aucun 
changement de température. Ceci peut s’expliquer par le fait que le jour où ces 3 
filtrations ont été réalisées, un défaut de climatisation de la salle de culture aurait 
engendré une température plus élevée que les conditions fixées pour l’expérience. 
Les résultats obtenus (Fig. 83) montrent, dans le cas d’une exposition à une température 
de 16 °C durant 30 min et 2 h, que le niveau d’expression du gène de la hsp70 ne varie 
pas par rapport au témoin. En revanche, une surexpression est observée après 5 h (5 fois 
plus de transcrits) et 8 h (4 fois plus de transcrits). Le même effet est observé sur 
l’expression de ce gène suite à une exposition à une température de 24 °C pendant 5 h 
(4 fois plus exprimé) et 8 h (9 fois plus exprimé en moyenne). Dans ces conditions de 
température, nous notons que la quantité de transcrits tend à augmenter progressivement 
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au cours de l’expérimentation. En revanche, lors d’une exposition à une température de 
32 °C, le gène de la hsp70 n’est surexprimé qu’après 30 min à cette température (13 fois 
plus exprimé). Il retrouve ensuite un niveau d’expression qui, bien que ne différant pas 
significativement du contrôle, montre une tendance à une diminution progressive au 
cours du temps.  
 
Figure 83 : Expression relative du gène de la hsp70 chez A. acutiuscula placée 
pendant 0,5 à 8h à 16, 24 ou 32 °C comparativement au témoin (24 °C). 
 
Les étoiles (*) montrent les résultats significatifs au seuil p<0,05 avec le test de Mann-Whitney 
sous SPSS par rapport au témoin 
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Pour ce qui est de l’expression du gène de la transposase des MLE (Fig. 84), il est 
observé une surexpression après une exposition de 2 h à une température de 16 °C (en 
moyenne 11 fois plus exprimé que dans le témoin) et potentiellement à 30 min (19 fois 
plus de transcrits en moyenne), mais ce dernier résultat n’est pas certain du fait de 
l’amplitude de la boîte à moustache ou box plot. Aucune variation d’expression n’est 
détectée dans le cas d’une exposition à 24 °C, qui est la température témoin, alors 
qu’après 2 h à 32 °C, on a observé, en moyenne,7 fois plus de transcrits que dans le 
témoin. L’amplitude de variation de l’expression de la transposase après 8 h de stress à 
32 °C ne permet pas de conclure définitivement quant au nombre de transcrits. Le profil 
d’expression tout au long de la cinétique étudiée pour cette température rappelle une 
expression transitoire déjà constatée en RT-PCR (Thèses D. Hermann, 2011 et FN. 
Egue 2013). 
 
 
 
Figure 84 : Expression relative du gène de la transposase des MLE chez A. 
acutiuscula placée pendant 0,5 à 8h à 16, 24 ou 32 °C comparativement au témoin 
(24 °C). 
 
Les étoiles (*) montrent les résultats significatifs au seuil p<0,05 avec le test de Mann-Whitney 
sous SPSS par rapport au témoin. 
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2. Impact d’un excès de zinc 
 2.1. Activité photosynthétique 
La diatomée A. acutiuscula a été cultivée sous un éclairement de 300 µmol de photons 
m-2s-1, à 24 °Cdans de l’eau de mer artificielle contenant une concentration en Zn de 
0,25 µM. A la fin de la phase exponentielle de croissance, du ZnCl2 20 µM a été ajouté 
au milieu de culture. Puis après 0,5, 2, 5 et 8 h de contact avec cette forte concentration 
en Zn, l’activité photosynthétique a été mesurée et les ARN ont été extraits. 
 
 
 
Figure 85 : A-Évolution de l’intensité photosynthétique. B-Évolution du rendement 
quantique maximal (Fv/Fm) et du rendement quantique effectif (ΦPSII) du 
photosystème II chez A. acutiuscula en présence d’un excès de zinc (20 µM) 
pendant 0 à 8 h. (Les valeurs indiquées ci-dessus sont la moyenne de deux essais 
différents). 
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Dans cet unique essai, l'IP n’est pas modifiée par l'ajout de zinc, par contre au niveau du 
PSII, le rendement quantique effectif tend à diminuer, et ce dès 30 min d'exposition au 
Zn ajouté (- 32 %). Fv/Fm diminue faiblement (- 9 %) pendant les deux premières 
heures d’exposition à l’excès de Zn puis retrouve le niveau des algues témoins. Cette 
concentration en zinc semble donc insuffisante pour perturber notablement le 
métabolisme de cette diatomée sur le court terme. 
Craignant qu'il n'y ait pas de réponse visible par la suite au niveau moléculaire, nous 
avons testé 3 autres concentrations à savoir 40, 60 et 80 µM en nous appuyant sur des 
doses là encore employées dans la littérature (Vavilin et al., 1998 ; Danilov et Ekelund, 
2001). Une seule mesure des rendements quantiques a été réalisée après 8 h de 
contactafin de choisir la concentration à employer pour ensuite réaliser les 
échantillonnages  pour la biologie moléculaire. 
 
Figure 86 : Évolution des rendements quantiques maximaux (Fv/Fm) et effectifs 
(ΦPSII) du photosystème II chez A. acutiuscula placée pendant 8 h dans de l’eau 
de mer enrichie en zinc. 
Concentration en zinc ajouté : 40 µM, 60 µM et 80 µM. TM : témoin (microalgues cultivées 
dans l’eau de mer non enrichie en zinc). 
 
La figure 86 montre qu'avec 40 µM de Zn, les rendements quantiques maximum 
(Fv/Fm) et effectifs (ΦPSII) sont nettement réduits par rapport à ceux des diatomées 
témoins. Nous avons donc choisi cette concentration pour tester l'impact d’un excès de 
zinc au niveau moléculaire puisque la photosynthèse est affectée (réduction de 50 % de 
ΦPSII) durablement (8 h) sans être complètement inhibée.  
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 2.2. Détection de l'expression des MLE 
 2.2.1. Extraction des ARN totaux 
Les extractions d'ARN totaux réalisées à partir des diatomées exposées pendant 0,5 à 8 
h au zinc 40 µM sont de moins bonne qualité que ceux issus des traitements thermiques. 
Toutefois, sur la figure 87, nous voyons les deux bandes ribosomales 28 et 18S avec 
parfois une légère dégradation du 28S, notamment après 2 h de stress. Tous les réplicats 
ont présenté une qualité moyenne des ARN qui n'a néanmoins pas gêné les 
expérimentations suivantes. 
 
 
 
Figure 87 : Électrophorèse des ARN totaux extraits d'A. acutiuscula exposée 
pendant 0,5 à 8 h à un excès de zinc (40 µM).1er et 2ème réplicats. 
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 2.2.2. Q-RT-PCR 
Ayant obtenu, en stress thermique des résultats concluants en Q-RT-PCR et peu 
concluants en RT-PCR classique, nous avons décidé de n'exploiter que la technique 
quantitative pour les cultures exposées à un excès de zinc.   
Les résultats obtenus montrent globalement une sur-expression comprise entre trois et 
15 fois pour le gène de hsp70 (Fig. 88) à 30 min, 2 h et 8 h d’exposition à 40 µM de 
zinc. Après 5 h, en revanche, aucune différence avec le témoin n’a été détectée mais une 
tendance à la sur-expression est possible du fait de la place de la médiane dans la boite à 
moustache.  
En ce qui concerne les MLE, une grande variation du niveau d’expression du gène de la 
transposase pour un même temps d’exposition a été observée (Fig. 89), notamment 
après 8 h de stress. Toutefois de manière générale, l'expression est restée stable au cours 
de la cinétique de stress avec une tendance à la sur-expression, si l'on regarde les 
médianes. 
 
 
Figure 88 : Expression relative du gène de la hsp70 chez A. acutiuscula exposée 
pendant 0,5 à 8 h à un excès de zinc (40 µM) dans le milieu de culture 
comparativement au témoin. 
Les étoiles (*) montrent les résultats significatifs au seuil p<0,05 avec le test de Mann-Whitney 
sous SPSS par rapport au témoin. 
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Figure 89 : Expression relative du gène de la transposase des MLE chez A. 
acutiuscula exposée pendant 0,5 à 8 h à un excès de zinc (40 µM) dans le milieu de 
culture comparativement au témoin. 
 
Les étoiles (*) montrent les résultats significatifs au seuil p<0,05 avec le test de Mann-Whitney 
sous SPSS par rapport au témoin. 
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3. Impact d’un excès de cuivre 
 3.1. Activité photosynthétique 
La diatomée A. acutiuscula a été cultivée sous un éclairement de 300 µmol photons m-
2s-1à 24 °Cdans de l’eau de mer artificielle contenant une concentration en Cu de 0,15 
µM. Afin de déterminer l'impact d’un excès de cuivre, en fin de phase exponentielle de 
croissance, du CuCl2 3 µM a été ajouté au milieu de culture. L’activité photosynthétique 
a été mesurée après 0, 0,5, 2, 5 et 8 h de ce traitement (Fig.  90). 
 
Figure 90 : A : Évolution de l’intensité photosynthétique. B : Évolution du 
rendement quantiques maximal (Fv/Fm) et du rendement quantique effectif 
(ΦPSII) du photosystème II chez A. acutiuscula en présence de cuivre 3 µM 
pendant 0 à 8 heures.Expérience réalisée une seule fois. 
 
L'ajout de cuivre a augmenté faiblement l’IP de 36 % et Fv/Fm de 10 % pendant les 
deux premières heures de traitement puis ces valeurs diminuent progressivement jusqu’à 
la fin de l’expérimentation. Une diminution régulière de ΦPSII est observée pendant toute 
la durée d'exposition à l’excès de Cu, cette diminution est de 22 % après 30 min de 
traitement et atteint 45 % après 8 h de traitement.  
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 3.2. Détection de l'expression des MLE 
De la même façon que précédemment, les ARN totaux ont été extraits de culots 
provenant de cultures de microalgues cultivées en présence de 3 µM de cuivre. Les 
résultats de ces extractions sont présentés en figure 91. Comme le montrent les gels 
d'agarose, les profils d'ARN sont extrêmement dégradés. De nombreux tests, ici non 
présentés, ont été réalisés pour essayer d'améliorer les résultats : changement de tous les 
produits utilisés, utilisation de matériel passé au four Pasteur, extraction directement 
après récolte sans stockage à -80 °C, utilisation du kit d'extraction, etc. Aucune 
amélioration n'a été obtenue. Toutefois des tests de RT-PCR ont tout de même été tentés 
sans résultats. Ces échantillons n'ont donc pas été testés en PCR quantitative. De 
nouveaux essais d'extraction seront à faire pour permettre l'exploitation de ces données. 
Il pourrait par exemple s'agir de rinçage les microalgues avec du PBS 1 % afin 
d'éliminer plus de Cu fixé aux polysaccharides qui entourent le frustule et qui pourrait 
perturber l'extraction. 
 
Figure 91 : Électrophorèse des ARN totaux extraits d’A. acutiuscula exposée à un 
excès de cuivre (3 µM) pendant 0,5 à 8 h (exemple d'un réplicat). 
M : marquer de taille. 
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Table 19 : Récapitulatif des réponses significativement différentes de celles des 
cultures témoins observées chez A. acutiuscula exposée à différentes températures 
ou à un excès de zinc pendant 0,5 à 8 h.(voir tableaux 15, 16, 17; figures 83, 84, 85, 
86 88 et 89). Non m.: paramètre non mesuré. 
 
 
Traitement Durée (h) IP Fv/Fm ΦPSII hsp70 MLE 
16°C 
0,5 X     
2 
    X 
5 X   X  
8 X   X  
24 °C 
0,5 
     
2 
     
5 
   X  
8 
   X  
32 °C 
0,5 
  X X  
2 
    X 
5 
     
8 
     
Zn 40 mM 
0,5 Non m. 1 essai 1 essai X  
2 Non m. 1 essai 1 essai X  
5 Non m. 1 essai 1 essai   
8 Non m. 1 essai 1 essai X  
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4. Discussion 
 4.1. Effets des variations de température 
L'activité photosynthétique est l’une des réactions du métabolisme primaire des 
diatomées. Nos résultats montrent que l'IP est peu ou pas modifiée lorsque les 
microalgues subissent une augmentation de température de 8 °C (24 à 32 °C). Par 
contre, un abaissement de température de 8 °C (24 à 16 °C) a affecté l'IP de A. 
acutiuscula, cette réponse de l’appareil photosynthétique est significative dès 30 min à 
16 °C. Par conséquent, cette diatomée tolère mieux une augmentation de température 
qu’un abaissement de température. Selon l'origine des diatomées, l'optimum thermique 
pour leur activité photosynthétique est différent. Le taux relatif de transport des 
électrons des diatomées des régions tempérées est maximal entre 25 °C et 35 °C (Yun et 
al., 2010), tandis que celui des diatomées d'origine tropicale est maximal à des 
températures plus élevées. Le traitement à 32 °C n'induit pas de modification importante 
de l'activité photosynthétique de la diatomée A. acutiuscula sauf pendant la première 
demi-heure pendant laquelle l’IP est augmentée sans être significativement différente de 
l’IP des algues témoins. Cette augmentation transitoire pourrait être due à une 
augmentation de la vitesse des réactions enzymatiques, notamment celle de la 
RuBisCO, et/ou du flux des électrons dans les chloroplastes. Chez les plantes, une 
augmentation modérée de la température stimule le flux d’électrons, l’activité 
oxygénasique de la RuBisCO et ainsi la production de H2O2 (Sharkey, 2005). 
A 16 °C, l’IPd'A. acutiuscula est nettement diminuée par rapport à celle mesurée à la 
température de culture habituelle de 24 °C. Ceci indique que cette diatomée est très 
sensible au froid, le traitement à 16 °C peut être considéré comme un stress thermique 
pour cette espèce. Le froid a pour effet derigidifier les lipides membranaires et le 
cytosquelettedes cellules, et de ralentir les activités enzymatiques. Nishida et Murata 
(1996) ont observé chez le tabac et des cyanobactéries que les membranespassentd'un 
étatfluide liquide-cristallin à celui detype gel-solide lorsque la température diminue. Ce 
changemen d’état modifiela perméabilité membranaire, les échanges ioniques diminuent 
et la photosynthèse est affectée.  
Les paramètres de lafluorescence de la chlorophyllefournissent des informations 
précises sur l'état du PSII (Maxwell etJohnson, 2000). Le niveau de fluorescencedépend 
des deux autresprocessus de dissipationde l'énergie, la photochimieet l’émission de 
chaleur. 
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Fv/Fm représente le rendement quantique maximal de la photochimie du PSII. Les 
échantillons témoins d'A. acutiuscula ont une valeur moyenne de Fv/Fm de 0,6. Cette 
valeur indique qu’en moyenne 60 % des photons absorbés par les microalgues sont 
utilisés pour la photochimie. Ce rendement quantique moyen est un indicateur de l’état 
physiologique des microalgues, il est similaire à celui d’autres diatomées (P. 
tricornutum et Odontella aurita) non stressées (entre 0,6 - 0,7) (Nymark et al., 2009; 
Guihéneuf et al., 2010) et inférieur à celui des plantes (entre 0,7 - 0,8) (Dongsansuk et 
al., 2013). Les différents traitements thermiques que nous avons appliqués à A. 
acutiuscula n’ont pas modifié significativement ce paramètre ; un résultat comparable 
été obtenu chez une plante tropicale (Musa sp.) et une plante de région tempérée (Allium 
ursinum) soumises à une gamme de températures allant de -15 à 60 °C (Dongsansuk et 
al., 2013). 
Le rendement quantique effectif ΦPSII permet de déterminer l'efficacité du 
fonctionnement du PSII à la lumière. L'augmentation importante de ΦPSII après 30 min 
d’exposition à 32 °C indique une optimisation transitoire de l’activité photosynthétique. 
Elle est peut être liée à une modification de l’état redox des intermédiaires (les quinones 
QA et QB, plastoquinone et plastocyanine) entre les deux PS et/ou une accélération du 
flux d’électrons due à une plus grande fluidité des membranes des thylacoïdes (Jupin et 
Lamant 1997 ; Oxborough, 2004 ; Schrader et al. 2004). La stabilisation de ΦPSII à 
partir de 2 h d’exposition à 32 °C et ce, jusqu’à  la fin du traitement, indique que de 
l’appareil photosynthétique s’est acclimaté. La capacité du PSII à retrouver son niveau 
de fonctionnement initialestune des bases de l'acclimatation(Allakhverdievet al.,2008), 
les dommages au PSII chez les plantes ne se produisent qu'àdes températures très 
élevées,généralementsupérieures à 45°C(Sharkey, 2005).  
Nous pouvons constater que les variations de l’IP et de ΦPSII ne sont pas toujours 
étroitement corrélées. En effet, à 16 °C, l’IP décroît régulièrement et significativement 
au cours des 8 h de traitement alors que ΦPSII diminue plus faiblement. De même à 32 
°C, l’augmentation de IP est plus marquée que celle de ΦPSII. La vitesse des processus 
mesurés, émission de O2 (réaction lente par rapport à l’émission de fluorescence) et 
fluorescence de la Chl a (phénomène très rapide), peuvent expliquer ces différences. 
Plusieurs travaux (Shubert et al., 1995 ; Saakov, 2002 ; Rohacek et al., 2008 ; Lavaud et 
Lepetit, 2013) ont montré que les complexes protéines-pigments des antennes 
collectrices chez les microalgues et les plantes réagissaient très rapidement 
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auxvariations de l’environnement et contribuaient ainsi à protéger l’appareil 
photosynthétique.  
Sur le plus long terme, la synthèse de protéines et d’autres molécules peut être modulée 
selon les conditions environnementales et les espèces. La quantification des transcrits de 
quelques gènes de la diatomée marine Thalassiosira pseudonana cultivéeà 12 ou 22 °C 
sous un éclairement de 50 ou 300 µmol photons m-2 s-1 a montré que sous fort 
éclairement et à 12 °C, les transcrits du gène de la sédoheptulose 1,7-bisphosphate du 
cycle de Calvin sont moins abondants alors que ceux des gènes impliqués dans la 
photorespiration et la réduction des nitrates sont plus abondants qu’à 22 °C (Parker et 
Armbrust, 2005). Ces deux dernières voies métaboliques permettraient de dissiper 
l’énergie lumineuse en excès en diminuant le flux de carbone dans le cycle de Calvin, la 
sédoheptulose 1,7-bisphosphate étant inhibée à basse température. Cette espèce possède 
une capacité à régler finement les réponses d'acclimatation à des déséquilibres 
énergétiques entre la photochimie, la photorespiration et le métabolisme de l'azote 
(Parker et Armbrust, 2005).  
Au cours de cette étude, l'effet d’une augmentation (32 °C) ou d’une diminution (16 °C) 
de température a été évalué au cours d'une cinétique de 8 h, grâce à l'expression du gène 
de hsp70 et de celui de la transposase de MLE. Les résultats obtenus montrent une 
réponse moléculaire différente en fonction du traitement, avec une légère sur-expression 
des hsp70 et des MLE lors du stress thermique à 16 °C alors que l'on observe une plus 
forte réponse des hsp70 lors de l'excès de zinc parallèlement à un niveau de transcrits 
stable des MLE.  
De nombreuses hsp70 ont été identifiées chez les végétaux (Boston et al., 1996; 
Vierling, 1991). Les hsp70 sont désormais connues pour être exprimées lors de 
différents types de stress environnementaux comme les variations thermiques (hautes ou 
basses), la sécheresse, ou encore lors de stress chimiques (Lin et al., 2001; Sung et al., 
2001; Guy et Li, 1998). Les diatomées, comme les autres organismes sont capables de 
répondre et de s'adapter à des stress environnementaux grâce, elles aussi, aux hsp 
(Rajadurai et al., 2005). Bonin et al. (1986) ont montré que les diatomées avaient su 
exploiterun grand nombre d'habitats grâce à leur capacité à s'adapter à différentes 
conditions environnementales et en particulier à une large gamme de températures. 
Toutefois, il existerait des exceptions, puisque Rajadurai et al. (2005) ont montré par 
des expérimentations d'acclimatation, que la diatomée Amphora coffeaeformis 
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étaitcapable de croître sous une large gamme de températures sans pour autant s'adapter 
véritablement à des températures supérieures à 28 °C. A. coffeaeformis a été cultivée 
pendant plusieurs jours à 28 °C qui est la température témoin ou à 38 °C (température 
haute), puis placée à 42 °C. Dans les deux cas, la croissance est identique, la diatomée 
réagissant de la même façon avec ou sans acclimatation préalable à 38 °C. Plus 
récemment, les différences existant au niveau de l'expression des hsp d'une diatomée 
thermo-intolérante (Phaeodactylum tricornutum) et d'une thermo-tolérante 
(Chaetoceros muelleri) a été mis en évidence par Western-blot et SDS-PAGE (Rousch 
et al., 2004). Les auteurs ont montré que les cellules de diatomées thermo-tolérantes 
contenaient des niveaux relativement élevés de hsp. 
Dans notre expérimentation, l'exposition à une température de 32 °C montre une forte 
expression du gène codant la hsp70 dès 30 minutes de stress (de 13 fois supérieure à 
celle du témoin). Le nombre de transcrits diminue ensuite progressivement au cours de 
la cinétique. Ce type de cinétique d'expression au cours du temps est en accord avec 
celles obtenues chez Arabidopsis thaliana (Sung et al. 2001) ou encore Pisum sativum 
(Lee et Vierling, 2000). Une sur-expression précoce des hsp70 permettrait aux 
microalgues de s'acclimater au choc thermique auquel elles sont exposées en prévenant 
d'éventuels dommages et agrégations de leurs protéines ainsi qu'en préservant la fluidité 
membranaire (Tsvetkova et al., 2002) et le photosystème II (Neta-sharir et al, 2005). La 
diminution progressive, mais néanmoins rapide, du nombre de transcrits pourrait 
s’expliquer par le fait que la souche étudiée est originaire d'une région du sud-Vietnam, 
où des températures élevées sont assez fréquentes. De plus, ces diatomées se retrouvent 
souvent dans des flaques lorsque la mer se retire. Ce type de biotope est sujet à de fortes 
augmentations de température puisque la surface et la profondeur de l'eau sont 
restreintes et ne permettent pas une diffusion de la chaleur et de l'énergie reçue. Ces 
microalgues auraient donc une plasticité génétique leur permettant de s'acclimater plus 
facilement à des températures plus élevées. Cette plasticité peut expliquer l'amplitude 
des valeurs obtenues après 2 h, 5 h et 8 h d'exposition à 32 °C. En effet, toutes les 
microalgues subissant le stress ne réagissent pas forcément en même temps ni avec la 
même intensité. Chez certaines, le nombre de transcrits peut diminuer plus rapidement 
que chez d'autres. Les résultats obtenus peuvent donc varier entre les différents 
réplicats. Nous pouvons également penser que, lors de cette diminution du nombre de 
transcrits de hsp70, une autre hsp soit produite pour faire face à ces hautes températures. 
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Des études chez les plantes Arabidopsis thaliana (Forreiter et al., 1997) et Pisum 
sativum (Lee et Vierling, 2000) ont mis en évidence une collaboration de hsp70 avec les 
small hsp (shsp) dans la prévention de la dénaturation des protéines. De plus, il a été 
démontré que la chaperonne hsp70 joue un rôle dans la régulation de la réponse au 
stress thermique et notamment lors de l’atténuation de celle-ci (comme le montre le 
profil d’expression obtenu) en interagissant avec le domaine de transactivation de 
facteurs de transcription impliqués dans la réponse au stress thermique, les Heat Shock 
Transcription Factors (HSTF) (Shi et al., 1998). Ceci entraîne la répression de la 
transcription des gènes de réponse au stress thermique. Les hsp70 peuvent également 
être impliquées dans la fonctionnalisation (multimérisation) de HSTF comme chez la 
microalgue Chlamydomonas reinhardtii (Schulz-Raffelt et al., 2007).  
La mesure de la réponse moléculaire est à mettre en relation avec la réponse 
physiologique des individus. Une exposition à 32 °C pendant 30 min augmente 
significativement le rendement quantique effectif du PSII puis la diatomée s’acclimate 
puisque ce paramètre retrouve ensuite un niveau proche du témoin. Cette hypothèse est 
renforcée par le fait que l’intensité photosynthétique ne subit pas de variation 
significative lors de ce traitement.  
L'exposition à la température témoin de 24 °C entraîne une expression inattendue du 
gène de la hsp70 après 5 h et 8 h de stress. Celle-ci montre un stress qui peut être imputé 
au déplacement de l'erlenmeyer jusqu'au cryothermostat ou à une différence de 
température entre l'air de la salle culture et celle de l'eau du cryothermostat, toutes deux 
étant pourtant en principe à 24 °C. Ces protéines étant impliquées dans de nombreux 
mécanismes cellulaires, elles sont exprimées de manières différentes tout au long de la 
vie des organismes. De plus, les hsp70 jouent un rôle dans la réponse au stress oxydatif 
chez les végétaux (Scarpeci et al., 2008) et il a été démontré que certains HSTF jouaient 
un rôle dans la détection des espèces réactives de l'oxygène ainsi que dans la régulation 
de l'expression de gènes de réponse au stress oxydatif chez A. thaliana (Miller et 
Mittler, 2006) et notamment l'ascorbate péroxydase (Panchuk et al., 2002). Or, dans 
cette étude, aucun lien ne peut être fait entre le stress oxydatif et la production de hsp70 
puisque la MnSOD n'a pu être utilisée. Effectivement, bien que la MnSOD soit présente 
dans le génome d'Amphora acutiuscula, l'expression de ce gène n'a pas pu être détectée. 
L'isoforme manganèse n'est peut être pas sollicitée lors d'un stress chez cette 
microalguecomme chez la macroalgue Ulva fasciata lors d'un stress au cadmium où les 
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transcrits de l'isoforme à fer qui augmentent au détriment de ceux à manganèse (Wu et 
al., 2009). 
Dans le cas d’une exposition à une température de 16 °C, une sur-expression du gène de 
hsp70 est observée au bout de 5 h et 8 h de stress, plus tardivement que lors d’une 
élévation de température. Un tel délai dans la mise en place de la réponse à ce 
traitement peut s’expliquer par le fait que les basses températures induisent des 
changements moins brusques et moins intenses que de hautes températures. Pourtant, 
lors d’une exposition à une température de 16 °C, l’intensité photosynthétique subit une 
forte baisse dès 30 min et tout au long de la cinétique de stress. Ceci démontre un stress 
important même s’il n’entraîne pas immédiatement l’expression du gène de hsp70.  
En RT-PCR, l'amplification d'un fragment de MLE n'a pas été aisée. Un fragment de 
MLE a pu être mis en évidence après 5 h d'exposition à 16 °C et pas dans les autres 
conditions. La technique reste peu sensible pour des gènes peu exprimés. Toutefois, ce 
résultat a été encourageant et confirmait les résultats obtenus lors d'une thèse précédente 
où une expression avait été mise en évidence à ce même temps sur un réplicat (Thèse D. 
Hermann, 2011). En RT-PCR-quantitative, l’expression du gène codant la transposase 
des MLE-éléments dont la transposition semble être influencée par la température 
(Giraud et Capy, 1996) - il n’est observé aucune modification du nombre de transcrits 
au cours du temps lors d’une exposition à la température témoin de 24 °C, alors 
qu’après 2 h à 32 °C, 13 fois plus de transcrits sont détectés. L’amplitude de variation 
de l’expression après 8 h d’exposition à 32 °C étant due à une seule valeur extrême, il 
serait bon de refaire des tests pour ce point. Ayant très peu de recul face à une telle 
étude, tant du point de vue du gène cible (MLE) que de son étude au cours d’une 
cinétique de stress, il n’est pas aisé d’interpréter les résultats obtenus. De plus, 
concernant les éléments transposables, les paramètres observés sont principalement la 
transposition et la transposase elle-même, rarement l’expression de son gène. En effet, 
nos résultats sont en accord avec ceux de Lampe et al. (1998) qui ont mis en évidence 
une activation de la transposition du MLE Himar1 de la mouche Haematobia irritans à 
haute température. Au contraire, il a été démontré chez le muflier Antirrhinum majus, 
que la transposition de l’élément Tam3 n’avait pas lieu lors d’une exposition à une 
température élevée (25 °C) (Hashida et al., 2003). Kitamura, en 2001, a imputé cette 
inhibition à l’augmentation du taux de méthylation de la séquence de Tam3 lors d’une 
exposition à 25 °C. Mais cette hypothèse a été réfutée en 2006 (Hashida et al., 2006). 
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Leretour du niveau d'expression du gène de la transposase à un niveau témoin serait dû 
au fait que chez les MLE, selon une hypothèse, à partir d’un certain niveau de 
concentration de transposase, la transposition est inhibée (Hartl et al., 1997 ; Lohe et 
Hartl, 1996). Il peut être envisagé un mécanisme semblable au niveau transcriptionnel.  
Dans le cas d’une exposition à une température de 16 °C, une sur-expression du gène de 
la transposase est observée après 2 h de stress et, comme évoqué pour un stress de 8 h à 
32 °C, l’amplitude de variation de l’expression après 30 min d’exposition pourrait 
s’expliquer par l’intervention d’un deuxième manipulateur. On peut donc penser qu’une 
sur-expression a lieu dès 30 min et jusqu’à 2 h d’exposition. Ces résultats sont 
corroborés par les travaux de Hashida (2003) et Kitamura (2001) qui ont mis en 
évidence une expression de la transposase chez le muflier Antirrhinum majus lors d’une 
exposition à une basse température (15 °C). 
En mettant en relation les résultats obtenus pour ces deux gènes (hsp70 et transposase 
des MLE) il ressort que le gène de la transposase des MLE s’exprime avant celui de la 
hsp70 lors d’une exposition à une température de 16 °C et inversement dans le cas 
d’une température de 32 °C. Ce résultat reste à confirmer chez d'autres diatomées ou  
microalgues ou encore lors de cinétiques de stress différents. De plus, refaire un réplicat 
lorsqu’une valeur extrême est observée permettrait de le confirmer. 
 4.2. Effet d’un excès de zinc 
La concentration de 20 µM de Zn ajouté au milieu de culture avait été choisie par 
Nguyen-Deroche (2012) pour réduire la croissance de diatomées cultivées pendant 
plusieurs jours en présence de ce métal. Cette concentration est probablement 
insuffisante pour affecter notablement l’activité photosynthétique de A.acutiuscula 
pendant de courtes durées (ici 8 h). La faible diminution de l’IP et des rendements 
quantiques après 30 min de contact pourrait être imputable à l’effet osmotique du Zn 
ajouté. Toutefois, la présence d’exopolysaccharides a probablement limité l’absorption 
du Zn par les microalgues. 
Une concentration plus élevée (40 µM) en Zn ayant un effet sur la photosynthèse de la 
microalgue et étant plus proche de celles utilisées dans la littérature sur de courtes 
durées (Nguyen-Derche, 2009) a donc été choisie. Esposito et al. (2012) ont observé une 
induction de hsp70 dans la mousse aquatique Leptodictylum riparium lors de stress 
métalliques et notamment du zinc. Les auteurs suggèrent que les hsp70 seraient 
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impliquées dans la résistance aux effets toxiques des métaux et notamment du zinc. De 
la même façon, Wong et al. (2010) ont montré que des hsp70 de diatomées avaient une 
expression en protéines accrues lors d'un traitement à l'oxyde de zinc et /ou aux 
nanoparticules d'oxyde de zinc. Parallèlement, aucune sur-expression ou sous-
expression n'a été clairement mise en évidence pour les MLE. Une tendance à la 
surexpression est visible pour les temps 30 min, 2 h et 8 h. Après 5 h d’exposition au 
Zn, la moyenne est décalée vers une sous expression. Il faudrait poursuivre cette étude 
afin de déterminer quel est le facteur déclenchant l’expression des gènes : soit une 
entrée de massive de Zn dans les cellules soit le choc osmotique provoqué par l’ajout de 
ZnCl2 dans le milieu de culture. 
L’ensemble de nos résultats montre que la diatomée A. acutiuscula réagit très 
rapidement aux modifications de son environnement, des réponses au niveau 
physiologique et moléculaire sont observables dès 30 min de traitement (Tab. 19). La 
réponse moléculaire est généralement plus tardive (observée après 2 h de traitement) 
que la réponse photosynthétique. 
 4.3. Effet d’un excès de cuivre 
Chez les diatomées marines, un excès de Cu affecte les paramètres photosynthétiques et 
l'expression des gènes (Cid et al., 1995 ; Davis et al., 2006, Masmoudi et al., 2013). 
L’eau de mer enrichie en Cu 3 µM réduit sur le long terme la croissance et les 
paramètres photosynthétiques deA. acutiuscula (Nguyen-Deroche et al. 2009). Pendant 
les deux premières heures de traitement, l’IP augmente alors que ΦPSII diminue, puis 
l’IP décroît ainsi que ΦPSII. Ces premiers résultats montrent que l’appareil 
photosynthétique semble rapidement affecté par l’excès de Cu. Comme précédemment, 
la production d’exopolysaccharides réduit probablement la toxicité de cet excès de Cu 
(Croot et al., 2000, Tien et al., 2005, Nguyen-Deroche et al. 2009).  
La mauvaise qualité des ARN extraits des microalgues exposées à un excès de Cu ne 
nous a pas permis de poursuivre l’étude de l’expression des gènes. La mise au point 
d’un nouveau protocole d’extraction des ARN à partir d’extraits riches en Cu 
nécessitant trop de temps, les expérimentations avec le Cu ont été abandonnées.  
Les deux types de traitement, thermique et métallique, semblent donc entraîner des 
réponses physiologiques (photosynthèse) et moléculaire différentes. Les hsp70 seraient 
plus sollicitées lors de fortes concentrations en zinc que lors de variations de 
température.  
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
 
Dans le présent travail, il a été montréla présence de transposons de la famille MLEdans 
le génomede la diatomée marine A. acutiuscula. L’hôte contient des éléments complets 
Aacutmar1 ainsi que 3 types d’éléments tronqués Aacutmar 2, 3 et 4. Ces éléments 
appartiennent à une nouvelle sous-famille car ils possèdent un motif catalytique DD43D 
unique à ce jour dans ce type d’éléments transposables. Il ressort également que 
plusieurs transposons Aacutmarà ORF sont présents de façon naturelle dans le génome 
d’A. acutiuscula,ce qui suggère une activité potentielle de ces éléments. Le nombre 
d’éléments Aacutmar1 complets dans le génome, environ 21, suggère également une 
activité endogène qui, si elle n’est plus effective, l’a été au cours d’une période 
relativement récente. Parallèlement, l’expression des MLE lorsque les algues sont 
soumises à des conditions variables notamment de température est également un 
argument en faveur d’une activité probable des transposons Aactumar. 
Il serait maintenant intéressant d’étudier leur capacité à transposer. La mobilité 
potentielle des transposons pourrait être étudiées parallèlement in vitro et in vivo. In 
vitro, à l’aide dela construction de vecteurs d’expression et de la production de 
transposase par des cellules en culture. Ainsi, les différentes étapes de la transposition, 
capacité de l’enzyme à s’accrocher aux ITR, à couper le transposon, à le réinsérer dans 
un ADN cible, pourraient être étudiées séparément. In vivo,la transposition pourrait être 
induite dans les microalgues par des chocs thermiques, puisle déplacement des MLE 
suivisur les ADN extraits et ce, par des méthodes telles que la SSAP (sequence specific 
amplification polymorphism) ou encore le Southern blot, deux méthodes qui permettent 
de localiser les transposons ayant changé de place dans le génome. Si la capacité de 
transposition des MLE Aacutmar était avérée, leur utilisation comme outil de 
mutagenèse et de transgenèse pourrait alors être étudiée et servir notamment à la 
transformation d’autres microalgues.  
Ce nouvel élément Aacutmar constitue très probablement un point de départ à une étude 
plus exhaustive de la richesse en éléments transposables de la diatomée marine A. 
acutiuscula. 
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ANNEXES 
 
Annexe 1 : Eau de mer artificielle (EMA) 
L'eau de mer artificielle est préparée d’après le protocole de Harrison et al. (1980) avec 
quelques modifications. Lest solutions I et II sont préparées séparément puis la solution 
I est complétée par l’ajout de vitamines filtrées sur filtre 0,22 µm et les métaux et 
nutriments sont ajoutés à la solution II avant autoclavage. Ensuite ces deux solutions 
sont autoclavées séparément. Après 24 heures, elles sont mélangées sous une hotte à 
flux laminaire puis l’EMA est conservée à 4 °C. Pour éviter qu'Amphora acutiuscula 
n’adhère aux parois des fioles Erlenmeyer, la teneur en Ca de l’EMA a été réduite de 
9,4 mM à 0,25mM. En parallèle, la concentration en NaCl a été augmentée de 363 à 368 
mM. 
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Annexe 2 : Axénie des cultures d'Amphora acutiuscula 
 
Afin d’éliminer tout risque de contamination des cultures d'Amphora acutiuscula par 
des bactéries et des champignons, une culture dense d’A. acutiuscula a été traitée par un 
mélange d’antibiotiques et d’antifongique (10.000 unités pénicilline G, 10 mg 
streptomycine, 25 µg amphotérycine B, par mL; Sigma-Aldrich A5955, Saint Quentin 
Fallavier, France) à raison de 1,25 mL pour 125 mL de culture.Pour un retour à la phase 
exponentielle de croissance, la culture est placée pendant 5 jours dans des conditions de 
culture standard. Dans certains cas, l’obtention de l’axénie peut nécessiter l’ajout de 
plusieurs doses d’antibiotiques/ antifongique, en suivant la même procédure. 
L’éventuelle présence de bactéries  et de champignons microscopiques a été contrôlée 
par un test réalisé par inoculation d’un mL de culture de microalgues dans les milieux 
FAG et FG (composition ci-dessous) gélosés. Le premier milieu FAG est favorable à la 
croissance des mycètes et le deuxième (FG) est favorable au développement 
bactérien.Les boîtes sont placées à l’obscurité durant 5 à 6 jours à température ambiante 
pour inhiber la croissance des microalgues. 
L’absence de colonies bactériennes et fongiques sur les boites 5 jours après 
l’inoculation permet de conclure à l’absence de bactérie et de champignon dans la 
culture de microalgues. Une comparaison avec deux autres boîtes de Pétri, l’une 
ensemencée par une culture non-axénique et d'autre par de l'eau de mer,  permet de 
confirmer que la culture mère est bien axénique.  
A chaque manipulation,le col des fiolesa été passé dans la flamme d’une lampe à alcool 
afin de contribuer à maintenir l’axénie. Dans le cas où une contamination est observée 
au cours d’une culture, le  protocole ci-dessus est à nouveau appliqué. 
 
Composition Milieu FAG Milieu FG 
Bacto-peptone  
Extrait de levure   
NH4SO4   
Glycérophosphate Na 
EDTA ferrique   
Eau de mer artificielle  
pH  
3 g 
1 g 
1 g 
25 mg 
6 mg 
50 % qsp 1 L 
7,4 -7,8 
4 g 
0,5 g 
0 g 
25 mg 
6 mg 
75 % qsp 1L 
7,4 -7,8 
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Annexe 3 : Alignement  des 12 séquences nucléotidiques d'Aacutmar1. 
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Annexe 4 : Alignement  de 12 ORF d'Aacutmar1. 
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Annexe 5 : Alignement de Re-4 et la séquence de sa vérification BATG/VRe-4. 
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L'Université Nantes Angers Le Mans 
 
Duc Hung NGUYEN 
 
Caractérisation et expression de nouveaux éléments génétiques transposables de la 
superfamille Tc1-mariner chez la microalgue marine Amphora acutiuscula 
(Bacillariophyta) 
Résumé 
Les éléments génétiques transposables (ET) sont des 
séquences d’ADN capables de se déplacer dans tous les 
génomes sous certaines conditions. Les ET ont des 
structures et des modes de transposition qui les 
différencient en plusieurs groupes. Les éléments de la 
famille mariner sont ubiquistes ; lorsqu’ils sont actifs, ils 
produisent une transposase qui coupe l’élément et 
l’insère dans un autre locus. Des fragments d’éléments de 
type mariner (MLE) ont été précédemment identifiés chez 
la diatomée marine Amphora acutiuscula et ils semblaient 
actifs en condition de stress thermiques. Les diatomées 
sont caractérisées par une paroi siliceuse ornementée et, 
dans le milieu marin, elles jouent un rôle primordial dans 
les chaînes alimentaires.  
Dans le présent travail, par des méthodes de biologie 
moléculaire et de bioinformatique, nous avons recherché 
et caractérisé des MLE complets, et précisé leur activité en 
conditions de chocs thermiques et métalliques (cuivre et 
zinc). L’analyse des séquences amplifiées a mis en 
évidence la présence de MLE particuliers chez cette 
diatomée qui code une transposase ayant une triade 
catalytique DD43D jamais décrite jusqu’à présent. 
L’analyse phylogénétique place les MLE de diatomées 
dans une sousfamille différente mais proche de celle des 
MLE de plantes. Parmi les nombreuses copies de 
MLEprésentes dans le génome d’A. acutiuscula, certaines 
sont exprimées lorsque la diatomée est placée pendant 2 
à 5 heures à unetempérature inférieure à sa température 
de culture. Par contre, l’expression des MLE n’a pas été 
mise en évidence chez cette espèce soumise aux stress 
métalliques appliqués. 
Mots clés: élément transposable, mariner-like element,  
diatomée marine, stress thermique, sress métallique. 
 
Abstract 
Transposable elements (TE) are DNA sequences able 
to move in all genomes depending on conditions. TE
have different structures and transposition 
mechanisms. Tc1-mariner elements are ubiquist; 
when they are active, they produce a transposase 
which cuts and inserts the element into another 
locus. Fragments of mariner-like elements (MLE) had 
previously been identified in the marine diatom 
Amphora acutiuscula and they seemed active under 
thermal stress. Diatoms are characterized by a 
siliceous ornamented cell wall and, in the ocean, they 
play a major role in trophic networks. 
In this work, with biomolecular and bioinformatic 
methods, we have searched for and characterized full 
length MLE, and precised their activity under thermal 
and metal (copper and zinc) stresses. The analyse of 
the DNA sequences obtained highlighted that MLE in 
diatoms are particular and that they encode a 
transposase which has a DD43D catalytic triad never 
so far depicted. The phylogenetic analyse arranged 
diatom MLE in a subfamily different and close to that 
of plant MLE. Among the numerous MLE copies 
present in the genome of A.acutiuscula, some were 
expressed when the microalga was put at a lower 
temperature than the culture temperature for 2 to 5 
hours. Conversely, metal stresses we applied did not 
induce MLE expression in this species. 
 
 
Key Words: transposable element, mariner-like 
element, marine diatom, thermal stress, metal stress. 
 
 
